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La alergia respiratoria, que afecta a un 25‐30% de la población, es una de las
principales causas de hipersensibilidad tipo I. Aunque la etiología de la alergia es
compleja, la influencia tanto de factores genéticos como ambientales parece ser crucial
en el desarrollo de esta enfermedad.
La respuesta alérgica, que cursa con un predominio de células T colaboradoras
tipo 2 (Th2) y la producción de anticuerpos IgE, se produce como consecuencia de una
reacción inflamatoria frente a antígenos de diferentes fuentes biológicas. Se pueden
distinguir dos fases de la enfermedad, una fase de sensibilización en la que se producen
células de memoria, y otra efectora, en la que, tras una reexposición al alérgeno, tiene
lugar la liberación de mediadores de la alergia por parte de células específicas, como
basófilos y mastocitos, que provocan la aparición de los síntomas.
Existen una gran variedad de pólenes implicados en el desarrollo de la respuesta
alérgica, constituyendo el polen de gramíneas la principal causa de alergia en la cuenca
mediterránea. La expansión de la desertificación en todo el mundo ha provocado un
aumento de la presencia de plantas adaptadas a condiciones extremas de salinidad y
sequía que ha provocado que la sensibilización a su polen haya aumentado. Entre ellas,
Salsola kali actúa como un importante agente inductor de la alergia en la Península Ibérica
debido a su papel como especie invasora de ciertos cultivos, incluyendo el olivo. Por otro
lado, el polen del olivo, segunda causa de polinosis en la cuenca mediterránea, es el
principal inductor de alergia en Andalucía debido a su intenso cultivo.
El conocimiento de las moléculas responsables de desencadenar la enfermedad,
normalmente proteínas, permite un diagnóstico más preciso y mejorar el tratamiento de
los pacientes. La combinación de estrategias convencionales y emergentes resulta
imprescindible para identificar y caracterizar nuevas proteínas alergénicas. Entre estas
últimas destaca la proteómica, que abarca una amplia variedad de técnicas que permiten
el análisis masivo y en profundidad de las proteínas. Entre sus aplicaciones se
encuentran la identificación y caracterización de alérgenos, su cuantificación en mezclas
complejas, el análisis de la calidad de muestras utilizadas en diagnóstico e
inmunoterapia o el descubrimiento de biomarcadores para evaluar la eficacia del




                     
       
                         
                         
                       
                               
                           
                       
                       
                           
                           
                       
                               
                     
                 
                 
                   
                           
                           
                         
                     
                     
                   
                             
                           
                     
                         
                             
                         
                     

 
           
    
             
             
            
                
              
            
            
              
              
            
                
           
         
         
          
              
              
             
           
           
          
               
              
           
             
               
             




expansión de técnicas basadas en espectrometría de masas, ampliamente utilizadas en
el estudio de proteínas.
En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha consistido en
profundizar en el estudio de alérgenos de fuentes alergénicas de gran relevancia clínica
en España, concretamente el polen de salsola y olivo, utilizando distintos enfoques
proteómicos. Además, se ha analizado el papel de Ole e 7 en la interacción con lípidos,
así como en procesos de sensibilización y de reactividad cruzada con Pru p 3.
En el primer bloque de la Tesis Doctoral, se caracterizó estructural e
inmunológicamente una poligalacturonasa alergénica del polen de Salsola kali –Sal k 6–.
Mediante LC‐MS/MS confirmamos la coexistencia de una banda de 28 kDa junto con la
proteína alergénica íntegra de 47 kDa, que se trataba de un producto de degradación
natural. Además, observamos que Sal k 6 presentaba reactividad cruzada con proteínas
de la familia Oleaceae, incluido el polen de olivo (Olea europaea). Por ello, se abordó la
identificación de poligalacturonasas en este polen, demostrando la existencia de una
poligalacturonasa hipoalergénica, Ole e 14. Posteriormente, se analizaron sus
características estructurales e inmunológicas, confirmando finalmente la existencia de
epítopos comunes entre Ole e 14 y Sal k 6.
En el segundo bloque de la Tesis Doctoral se determinó la secuencia completa del
alérgeno Ole e 7, lo que permitió su estudio en profundidad. Mediante LC‐MS/MS se
obtuvieron, por secuenciación de novo, diferentes péptidos con los que se ensambló la
secuencia primaria completa del alérgeno. El alérgeno se produjo de forma
recombinante en Pichia pastoris, y se analizaron sus características estructurales e
inmunológicas, confirmando que conservaba las propiedades del alérgeno natural. Por
otro lado, se determinó que Ole e 7 interacciona con una amplia gama de lípidos,
mostrando cierta especificidad por el ácido oleico. Sin embargo, en ninguno de los casos
se detectaron cambios significativos en las características estructurales y alergénicas de
la proteína. Se evaluó también el comportamiento interfacial del alérgeno a fin de
evaluar su capacidad de acceder a la mucosa de las vías respiratorias. Así, se confirmó
su capacidad de adsorción a la interfase aire‐líquido, utilizando para ello modelos de




                                     
                         
                           
                     
                                 
                                 
                             
                         
                   
                                 
                 
         
                       
                     
                                   
                   
                           
                       




                   
             
              
           
                 
                 
               
             
          
                 
         
     
            
           
                  
          
              
            
             




entre Ole e 7 y Pru p 3 en poblaciones con una elevada exposición al polen de olivo. Pru
p 3, el alérgeno principal del melocotón, está involucrado en reacciones cruzadas con
nsLTPs de ciertos pólenes y actúa como sensibilizador primario en la alergia a otras
nsLTP. El análisis inmunológico permitió identificar, por primera vez, epítopos comunes
IgG e IgE a ambos alérgenos y, además, los ensayos ex vivo e in vitro revelaron una
respuesta frente a Pru p 3 en ciertos pacientes sensibilizados únicamente a Ole e 7, lo que
sugiere un nuevo papel de Ole e 7 como sensibilizador primario de la alergia alimentaria
al melocotón a través de nsLTPs. Por último, planteamos una nueva metodología para
el análisis epitópico de proteínas alergénicas mediante microarrays Halo Tag‐NAPPA,
utilizando Ole e 7 y Pru p 3 como modelos de estudio. Este método sería adecuado para
detectar alérgenos implicados en reacciones cruzadas e identificar epítopos
potencialmente reconocidos por los pacientes.
En definitiva, en esta Tesis Doctoral se han utilizado varios enfoques proteómicos
que han permitido la identificación y caracterización de nuevos alérgenos relevantes
desde el punto de vista clínico, y la obtención de la estructura primaria de Ole e 7, uno
de los principales alérgenos en Andalucía, permitiendo su caracterización estructural,
funcional e inmunológica. La investigación llevada a cabo resulta útil en la mejora del
tratamiento personalizado de los pacientes, y aporta nueva información del papel que




























                             
                         
                     
                 
                     
                           
                         
                       
                          
                       
                     
                                 
                         
                   
                           
                         
                            
                 
                       
                       
                     
                     
                       
                     
                         
                       
                             
    
                           
                       
 
               
             
           
         
           
              
             
            
             
            
           
                 
             
          
              
             
              
         
            
            
           
           
            
           
             
            
               
  
              




Respiratory allergy is one of the main causes of type I allergy, which affects about
25‐30% of the population. Several studies indicate that the interaction of genetic and
environmental factors are crucial for the development of this complex disease.
Allergic responses constitute an inflammatory reaction against antigens from
different biological sources with a T‐Helper‐2‐type cell (Th2) predominance and the
production of specific IgE against them. Two phases can be distinguished in allergy, a
sensitization phase where the development of memory cells takes place and, an allergen
re‐exposure phase characterized by the activation and release of allergic mediators by
effector cells, such as basophils and mastocites, leading to the onset of symptoms.
Among pollens that induce allergy, grass pollen constitutes the main cause of
pollinosis in the Mediterranean basin. The expansion of desertification processes across
the world has led to an increase in the presence of plants adapted to severe salinity and
drought conditions which has provoked an increase in the patient sensitization to those
pollens. In Mediterranean countries, Salsola kali is becoming an important allergy‐
inducer due to its role as invasive specie in some crops, including olive. Furthermore,
olive pollen constitutes the second cause of pollinosis in the Mediterranean basin, and
the first in regions where cultivation of olive trees is intensive, such as Andalusia.
The knowledge of molecules, commonly proteins, responsible for triggering
allergic reactions allows improving the diagnosis and treatment of patients. In this
context, the use of conventional and emerging strategies may identify and characterize
new allergenic proteins. Proteomics encompasses a wide variety of approaches, which
enable the high‐throughput and in‐depth analysis of proteins. Among the applications
of proteomics, it makes possible the identification and characterization of allergens, their
quantification in complex mixtures, quality testing of allergenic samples used in
diagnosis and immunotherapy, or the discovery of biomarkers to test the efficiency of
immunotherapy. The progress in the proteomics field has allowed the growth and
expansion of mass spectrometry to become, if not yet, the most commonly used tool for
studying proteins.
In this context, the main objective of this Doctoral Thesis has consisted of the




                         
                       
        
                           
                     
                             
                                 
                         
                       
                       
                     
                     
              
                           
                             
                           
                           
                         
                     
                         
                                   
                               
                             
                             
                                 
                         
                     
                             
                     
                               
                             

 
             
            
    
              
           
               
                 
             
            
            
           
           
       
              
               
              
              
             
           
             
                  
                
               
               
                 
             
           
               
           
                




pollen, by using proteomic approaches. Additionally, we further analysed the role of Ole
e 7 in lipid‐binding, sensitization processes and cross‐reactivity, because of its clinical
relevance in southern Spain.
In the first part of the Doctoral Thesis, we carried out the structural and
immunological characterization of Sal k 6, an allergenic polygalacturonase from Salsola
kali pollen. We confirmed by LC‐MS/MS the co‐existence of a 28 kDa band together with
the integral allergenic protein of 47 kDa in the pollen extract, being the 28 kDa a natural
degradation product. Furthermore, we reported that Sal k 6 shares IgE epitopes with
proteins from the Oleaceae family, including Olea europaea pollen. Therefore, we aimed
at identifying polygalacturonases in that pollen, and confirmed the existence of a
hypoallergenic polygalacturonase in olive pollen, Ole e 14. The structural and
immunological features of these allergenic proteins were compared, confirming that Ole
e 14 cross‐reacts with Sal k 6.
In the second part of the Doctoral Thesis, we determined the primary amino acid
sequence of Ole e 7. We carried out a bottom‐up proteomic approach by LC‐MS/MS to
obtain de novo sequenced peptides that were used to assemble the full‐length amino acid
sequence of the allergen. Hence, we produced a recombinant isoform of the allergen and
analysed its structural and immunological features. We confirmed that rOle e 7 mostly
retained the structural, allergenic and antigenic properties of the natural allergen.
Moreover, it was also confirmed that the recombinant protein was suitable for the in‐
depth study of the allergen and its use in clinics. It allowed us to deepen in the functional
analysis of Ole e 7. Hence, we analysed the effect of the interaction between lipids and
Ole e 7. Moreover, we evaluated the interfacial behaviour of the allergen in the context
of certain models of phospholipid layers due to the importance of the allergen access to
the airway mucosa in the triggering of the allergic response. Ole e 7 binds a wide range
of lipids, although it showed certain specificity to oleic acid. However, no significant
changes in structural and allergenic features were detected. Regarding the interfacial
activity, we confirmed the ability of the allergen to adsorb to the air‐liquid interface, not
only with phospholipid layers as models, but also with pulmonary surfactant.
Conversely, we explored the relationship between Ole e 7 and Pru p 3, the main allergen




                         
                 
                               
                               
                         
                         
                             
                     
                   
            
                     
                       
                     
                       
                             
                       
                       
                     

 
             
         
                
                
             
             
               
           
          
      
           
            
           
            
               
            
            




primary sensitizer in nsLTP allergy. We identified common IgG and IgE epitopes for
both allergens, demonstrating the existence of cross‐reactivity among them.
Furthermore, ex vivo and in vitro assays revealed a response against Pru p 3 in patients
mono‐sensitized to Ole e 7, which would indicate that Ole e 7 allergen acts as primary
sensitizer to peach nsLTP in regions with high olive pollen exposure. Additionally, we
have set‐up a new methodology for the epitope mapping of common IgE epitopes
between Ole e 7 and Pru p 3 by using Halo Tag‐NAPPA protein microarrays. This
methodology would be suitable for detecting those common epitopes, which could
explain cross‐reactions among these allergens and to identify those immunodominant
epitopes predominantly recognized by allergic patients.
Collectively, in this Doctoral Thesis we have demonstrated the relevance of
different proteomics techniques for the functional analysis of allergens, not only to
identify and characterize allergenic proteins, but also to elucidate their primary
sequence. Thus, we have here identified and characterized two new allergens and
obtained the complete sequence of Ole e 7, which allowed the in‐depth study of the
allergen. The identification and characterization of the here studied allergens may be
useful for personalized clinical treatment by immunotherapy and allow for the in‐depth






























       
         
   
         
   
     
       
       
         
       
         
   
 
       
   
         










             
       
                   
 
 
   
  
   
   
  
    
     
  
     
  
   
    
 
   
     
    
     
  
 
    
  
     
     
   
  
   





   
       
    










AGC Valor de ganancia
AIT Inmunoterapia específica con alérgenos
AMP Ampicilina
APC Célula presentadora de antígeno
APS Aminopropilsilano
BA Bicarbonato amónico
BrEt Bromuro de etidio
BS3 Bis (sulfosuccinimidil) suberato
BSA Albúmina de suero bovino
BMG Medio mínimo conteniendo glicerol
BMM Medio mínimo conteniendo metanol
BODIPY‐PC 2‐ (4,4‐difluoro‐5,7‐dimetil‐4‐bora‐3a, 4a‐diaza‐s‐indaceno‐
3dodecanoil) ‐1‐hexadecanoil‐sn‐glicero‐3‐fosfocolina
CHAPS 3‐[(3‐colamidopropil) dimetilamonio]‐1‐propano sulfonato
Chol Colesterol
CD Dicroismo circular (Circular Dichroism)










ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas
ESI Ionización por electrospray










             
           
                 




         
   
           
   
       
               
        
                 
         
       
       
           
           
                   
             
           
       
   
             
                 
   
       
       

 
   
             
  
  
   
       
      
         
    
   
   
  
     
  
      
  
    
        
    
         
     
    
    
      
      
          
       
      
    
  
       
         
  
    









HCD Disociación por colisión de alta energía
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución
RP‐HPLC Cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa




IPG Gradiente inmovilizado de pH
IPTG Isopropil‐β‐D‐1‐tiogalactopiranósido
IUIS Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas
Kan Kanaminicina
LB Medio complejo Luria‐Bertani
LC‐MS/MS Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas
LUV Vesícula unilamelar grande
MALDI Ionización por desorción con láser asistida por matriz
MHC complejo principal de histocompatibilidad
MOPS 3‐(N‐morfolino) ácido propanosulfónico
MS Espectrometría de masas
MS/MS Espectrometría de masas en tándem
NCBI Centro Nacional de Información Biotecnológica
NKT Subpoblación de células T con actividad citolítica (Natural Killer)
nsLTP Proteína Transferidora de Lípidos no específica
OIT Inmunoterapia específica oral con alérgenos
OLE Ácido oleico (C18:1)
OPD o‐fenilendiamina
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PAGE‐SDS Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sódico
PAL Ácido palmítico (C16:0)
















           
     
         
           
   
        
           
                 
             
       
       
         
       
       
       
           
   








   
   
    
  
  
   
   
  
   
      
   
     
      
  
    
      
         
       
    
    
     
    
    
    
      
  


















SCIT Inmunoterapia específica subcutánea con alérgenos
SDS Dodecilsulfato sódico
SIB Instituto Suizo de Bioinformática
SLIT Inmunoterapia específica sublingual con alérgenos
SM Esfingomielina
SUV Vesículas unilamelares pequeñas
TAB Test de Activación de Basófilos
TCR Receptor para el antígeno específico de células T
Th2 Linfocitos T colaboradores de Tipo 2
Tm Temperatura de fusión
TOF Tiempo de vuelo
Tr1 Célula T reguladora inducible
Treg Célula T reguladora
Tween‐20 Monolaurato de polioxietilensorbitano
WB Western Blot, inmunoblotting
WHO Organización Mundial de la Salud
X‐gal 5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil‐β‐D‐ galactopiranósido




























       
                     
                     
                         
                         
                          
                
                               
          
                         
                           
                         
                                 
                       
                   
 
             
                         
                         
                         

 
    
           
           
             
             
             
        
                
     
            
              
             
                 
            
          
       
             
             




REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD: ALERGIA
El sistema inmunológico tiene como función proteger al organismo de sustancias
denominadas antígenos que pueden resultar nocivas, ya sean sustancias propias o
ajenas a nuestro organismo [1]. Sin embargo, en ocasiones se produce una respuesta
excesiva o alterada frente a determinadas sustancias que resultan inocuas para el mismo.
A este tipo de respuestas se las denomina reacciones de hipersensibilidad (Tabla 1).
Tabla 1. Clasificación de las reacciones de hipersensibilidad.
Se indican los anticuerpos o células que median la respuesta inmune en las distintas reacciones de
hipersensibilidad. Ig, inmunoglobulina; Ag, antígeno.
Entre ellas, las reacciones de hipersensibilidad de tipo I, o alergias, afectan a
más del 25% de la población mundial. Estas reacciones se consideran una de las
enfermedades crónicas con mayor prevalencia y se estima que en los próximos años
afectarán a más de la mitad de la población europea [2]. Por otra parte, el desarrollo de
la enfermedad alérgica está determinada por diferentes factores como, por ejemplo, la
susceptibilidad genética del individuo o la naturaleza del antígeno [3].
Mecanismo de acción de la respuesta alérgica
El mecanismo que subyace a la respuesta alérgica todavía no se conoce con
exactitud, sin embargo, su desarrollo puede dividirse en dos etapas: una etapa de




                             
                                   
                             
                             
                
 
                           
                         
                             
                       
                       
                       

 
               
                  
               
               
        
              
             
               
            
            




Figura 1. Mecanismo de acción de la respuesta alérgica. Representación esquemática de la etapa de
sensibilización ymemoria (A) y de la etapa de provocación de la respuesta tras la reexposición al alérgeno
(B). APC, Célula presentadora de antígeno; MCH II, Complejo principal de histocompatibilidad de clase II;
BCR, receptor de linfocitos B; TCR, receptor de linfocitos T; IgM, inmunoglobulina M; IgE, inmunoglobulina
E; FcεRI, receptor de alta afinidad de IgE.
En la etapa de sensibilización y memoria el alérgeno entra por primera vez en
contacto con el sistema inmune del individuo, bien por inhalación, ingestión o contacto.
Tras superar una serie de barreras físicas, como la mucosa o el epitelio, químicas, como
defensinas o catelicidinas, o biológicas, como la flora microbiana, el alérgeno es
reconocido por las células presentadoras de antígeno (APCs). Estas células (células de




                         
                           
                             
                             
                             
                             
                           
                           
                           
                           
                         
                           
                        
 
                           
                         
                
                  
                           
                       
                       
                   
                 
                   
             
                   
                     
                   
                 
                         

 
             
     
 
        
               
               
              
               
             
              
              
              
             
              
            
	              
             
        
	          
              
            
            
          
         
          
       
          
           
          
         




lo transportan a las estructuras linfáticas más cercanas, donde es procesado y presentado
a los linfocitos T naïve CD4+ mediante la interacción entre el complejo principal de
histocompatibilidad de tipo II (MHC II) de las APCs y el receptor para el antígeno
específico de las células T (TCR) [4]. Esto provoca la diferenciación de linfocitos T naïve
CD4+a linfocitos T colaboradores de Tipo 2 (Th2) encargados de la síntesis de citoquinas,
principalmente IL‐4, IL‐5 e IL‐13 [5, 6]. La IL‐5 regula la diferenciación y activación de
eosinófilos mientras que la producción de IL‐4 e IL‐13 promueve el proceso de expansión
clonal, que conlleva la activación y diferenciación de los linfocitos B a células plasmáticas
productoras de anticuerpos IgE. Los anticuerpos IgE se unirán a la superficie de basófilos
y mastocitos a través de sus receptores de alta afinidad (FcεRI), quedando estas células
preparadas para una posible reexposición al antígeno. Por otro lado, también existe una
respuesta independiente de linfocitos T, en la que los linfocitos B son capaces de
reconocer el alérgeno a través de receptores IgM anclados a su superficie.
La etapa de provocación es la fase sintomática de la enfermedad, la cual se
produce tras una nueva exposición al alérgeno. En esta etapa pueden distinguirse dos
subetapas: una reacción inmediata y una reacción tardía.
 Reacción inmediata: tiene lugar minutos después del reconocimiento del
alérgeno por parte de las IgEs ancladas a basófilos y mastocitos. La unión entre
el antígeno y estas IgEs, provoca un entrecruzamiento de los receptores FcεRI
que conlleva el acercamiento de los dominios intracelulares de estos receptores y
la activación de una cascada de señalización celular mediante sucesivas
fosforilaciones catalizadas por diferentes quinasas [7], que provoca la
desgranulación de dichas células y la consiguiente liberación de mediadores
como histamina, citoquinas, proteasas, serotonina, tromboxanos o
prostaglandinas (mediadores primarios) y la síntesis de novo de mediadores
químicos (mediadores secundarios). Todo ello causa la aparición de los síntomas
asociados a la alergia como rinitis, conjuntivitis, eczema, urticaria, asma
bronquial, dermatitis atópica o trastornos gastrointestinales. Si estos síntomas




                         
       
 
                          
                         
                         
                   
                             
                   
                       
                  
 
                 
                         
                       
                         
                   
                  
                         
                     
                       
                       
                       
          
 
                            
                         
                         
                         
                   
 
             
    
	              
             
             
          
               
          
            
         
         
             
            
             
         
	          
             
           
            
            
            
     
	               
             
             
             




que puede llevar a la muerte del individuo por obstrucción de las vías
respiratorias y colapso cardiovascular.
 Reacción tardía: tiene lugar hasta 24 horas después de la exposición al alérgeno.
Se produce como consecuencia de un contacto prolongado en el tiempo con éste,
que promueve una respuesta inflamatoria en la que participan los linfocitos T de
memoria. Éstos se activan, proliferan y liberan citoquinas proinflamatorias como
IL‐4, IL‐5, IL‐9 o IL‐13, lo que se traduce en niveles elevados de IgE, producción
democo e infiltración de células proinflamatorias, principalmente eosinófilos [3].
Con ello, la respuesta continúa y la inflamación persiste, produciendo daños a
nivel tisular como edema, eritema o induración, entre otros.
Factores implicados en el desencadenamiento de la respuesta alérgica
La alergia se ha descrito como una enfermedad compleja ymultifactorial, en cuyo
desarrollo intervienen factores intrínsecos, como la predisposición genética, la edad o el
sexo, y factores extrínsecos o ambientales, como la dieta, la microbiota, el ejercicio,
sustancias contaminantes o el humo del tabaco (Figura 2).
 Factores intrínsecos: varios estudios han demostrado la existencia de
componentes genéticos en el desarrollo de la alergia [8, 9]. El abordaje genómico
llevado a cabo en múltiples investigaciones ha permitido la identificación de
hasta 120 genes asociados al desarrollo de la enfermedad alérgica [10]. La
identificación de genes determinantes en el desarrollo de la alergia resulta vital
para el conocimiento de esta alteración inmunológica, así como para mejorar las
herramientas terapéuticas utilizadas actualmente [11].
 Factores extrínsecos o ambientales: los cambios en el estilo de vida y a nivel
ambiental han contribuido al aumento de los casos de alergia en la sociedad
actual. Se considera que la exposición al tabaco, incluso en etapas tempranas del
desarrollo fetal [12, 13], puede afectar a células clave en el desencadenamiento de




                     
                     
                     
                     
  
                                 
                                   
        
            
                     
                       
                     
                             





           
           
           
           
 
                 
                  
    
           
            
           
               
               




y, por tanto, una baja exposición a patógenos microbianos, especialmente en
etapas tempranas del desarrollo, conlleva una menor producción de linfocitos T
reguladores e incrementa el riesgo de desarrollar una respuesta alérgica contra
antígenos del medio que normalmente resultan inocuos para la población [15,
16].
Figura 2. Esquema de factores que influyen en el desarrollo de la alergia. Tanto factores genéticos como
ambientales promueven una respuesta de tipo Th2, que conlleva un aumento de los niveles de IgE y el
desencadenamiento de la enfermedad.
Todos estos factores pueden producir una disfunción de la barrera epitelial
(respiratoria, epidérmica o intestinal) que hará al individuo más susceptible a la
sensibilización hacia un determinado alérgeno. Además, un factor determinante en el
proceso de sensibilización es, no sólo la presencia de alérgenos, sino los niveles en que






                   
                         
                         
                   
                         
                         
                         
                   
                                 
                       
                   
                           
                       
                       
                         
                           
                
                   
                       
                           
                             
                       
                             
                           
                             
                         
                           




          
             
             
          
             
             
             
          
                 
            
          
              
            
            
             
              
        
          
            
              
               
            
               
              
               
             
              





Los alérgenos se definen como moléculas que inducen reacciones de
hipersensibilidad de tipo I mediadas por IgE después de su inhalación, ingestión o
inyección [17]. Por lo general, se trata de moléculas de naturaleza proteica, aunque
ciertos carbohidratos unidos a proteínas, medicamentos e incluso lípidos, también
presentan capacidad alergénica. En la actualidad, no se conoce bien por qué algunas
proteínas son alérgenos y otras no, sin embargo, ciertas características como el tamaño,
la estructura, la estabilidad o la solubilidad parecen influir en su capacidad para
estimular el sistema inmune. Entre las características estructurales y funcionales
comunes a todos ellos se encuentran: i) un tamaño entre 5 y 100 kDa que permite al
alérgeno atravesar la membrana de las mucosas pero seguir siendo lo suficientemente
grande para poseer capacidad inmunogénica, ii) una elevada estabilidad, relacionada
en muchos casos con la presencia de puentes disulfuro que contribuyen a mantener la
conformación de la proteína, iii) una alta solubilidad, en ocasiones asociada a
glicosilaciones que favorecen su estabilidad en fluidos corporales, iv) capacidad de unir
ligandos, como lípidos o iones Ca2+, lo que puede incrementar su estabilidad estructural
o modificar su capacidad inmunogénica, y v) una tendencia a la agregación, que en
ocasiones genera un aumento de su capacidad inmunogénica.
En función de la frecuencia de reconocimiento, podemos distinguir alérgenos
principales, reconocidos por más del 50% de los pacientes, o alérgenos secundarios,
cuyo reconocimiento es inferior al 50% [18]. Los alérgenos se encuentran en una gran
variedad de fuentes biológicas, lo que determina la entrada de éstos al organismo y su
reconocimiento por parte del sistema inmunitario. Por esta razón, los alérgenos también
se pueden clasificar en función de las rutas que siguen para acceder al organismo: i)
aeroalérgenos, que penetran en el organismo a través de las vías respiratorias como por
ejemplo los pólenes o ácaros, ii) alérgenos orales, la entrada se produce a través del
aparato digestivo, como en el caso de los alimentos, iii) alérgenos inyectados, que
acceden mediante la picadura de insectos, o iv) alérgenos de contacto, a través del




                         
                             
                             
                                 
                         
               
                             
                       
                         
                         
                       
                             




                           
                       
                     
                         
                 
                       
                     
                   
                     
                     
                         
                             
                         
 
             
               
               
                 
            
        
               
            
             
             
            
               
       
 
              
            
           
             
         
            
           
          
           
           
             
               




Los alérgenos se nombran de acuerdo a la nomenclatura de la International Union
of Immunology Societies (IUIS) [18], según la cual las tres primeras letras se refieren al
género del organismo o fuente biológica de la que procede el alérgeno, la siguiente inicial
se corresponde con la especie y, finalmente, un número que indica el orden en que se ha
descrito el alérgeno respecto a otros del mismo organismo o fuente biológica.
Una molécula alergénica presenta epítopos o determinantes antigénicos
constituidos por entre 5 y 12 aminoácidos, los cuales son reconocidos por las IgEs del
individuo. Estos epítopos pueden ser continuos, si están formando una secuencia de
aminoácidos consecutivos en la estructura primaria de la proteína, o discontinuos, si es
la estructura tridimensional de la proteína la que determina su proximidad [19]. La
disposición de los epítopos resulta determinante para el reconocimiento del alérgeno por
parte de las IgEs de los individuos atópicos, y es especialmente importante en el estudio
de procesos de reactividad cruzada [20, 21].
POLINOSIS
La polinosis, o alergia a pólenes, tiene una gran importancia desde el punto de
vista clínico ya que afecta aproximadamente al 25% de la población mundial,
provocando trastornos tales como rinitis, conjuntivitis alérgica (“fiebre del heno”) o
asma. Además, en las últimas décadas se ha observado un incremento continuo y
significativo de su prevalencia, especialmente en países desarrollados [22].
Según datos de la Sociedad Española de Alergología e Inmunología Clínica (SEIAC),
dentro del área mediterránea, las características geográficas y climáticas promueven el
crecimiento de una vegetación típica con presencia de especies potencialmente
alergénicas, tales como Parietaria judaica (Urticaceae), Olea europaea (Oleaceae) y varios
miembros de la familia de las cupresáceas (Cupressaceae), gramíneas (Poaceae) y
artemisias (Asteraceae) [23]. En España, la causa más importante de polinosis son las
gramíneas, siendo dominante en el Centro yNorte de la Península, a excepción del litoral




                               
                         
                   
      
                                   
                             
                     
 
     
                               
                         
                       
                             
                   
                           
                           
         

 
                
             
          
   
                  
               
           
   
                
             
            
               
          
              
              




igual modo, Olea europaea pasa a ser la primera causa de sensibilización en el sur de
España debido al cultivo intensivo de olivos en esta región. Otros pólenes alergénicos
relevantes son los de Plantago (Plantaginaceae), y Salsola y Quenopodio
(Amaranthaceae) (Figura 3).
Figura 3. Incidencia de los principales pólenes en la atmósfera de España.Modificado a partir de datos de
la Red Española de Aerobiología (REA). Rojo, muy alto (>200 granos de polen/m3); amarillo, moderado (100‐
200 granos de polen/m3); y verde, bajo (<100 granos de polen/m3).
Alérgenos del polen
Del total de las proteínas presentes en el polen, entre un 0.05 y un 0.1% son
proteínas alergénicas. Para que un polen tenga la capacidad de producir alergia debe
cumplir ciertos requisitos: i) contener una o varias proteínas alergénicas capaces de
inducir alergia una vez inhaladas por un individuo a través de las vías respiratorias, ii)
ser suficientemente pequeño para ser transportado por el viento (polinización
anemófila), con un tamaño aproximado entre 18 y 60 μm, iii) estar presente en elevados
niveles en el ambiente y iv) proceder de fuentes biológicas próximas a núcleos de




                     
                             
        
 
              
                       
                         
                         
                         
                         
                         
                             
                         
                  
                           
                           
                     
           
              
                       
                       
                           
                   
                 
                   
                       
                           
                           

 
           
               
    
       
            
             
             
             
             
             
               
             
         
              
              
           
      
       
            
            
              
          
         
          
            
              




Los alérgenos del polen se pueden clasificar según sus características moleculares
y bioquímicas, lo que permite agruparlos en familias de proteínas, o de acuerdo a su
procedencia o fuente biológica.
 Clasificación de alérgenos por familias de proteínas:
Hasta la fecha se han identificado 17929 familias de proteínas de plantas
agrupadas de acuerdo a su función bioquímica y relaciones filogenéticas según la base
de datos Pfam [24], encontrándose proteínas con propiedades alergénicas en 151 de estas
familias. Respecto a los alérgenos del polen, aquellos descritos y nombrados según la
nomenclatura oficial de la Organización Mundial de la Salud (WHO) y la Unión
Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS) [18], se agrupan en 31 de las 151
familias recogidas en la base de datos de Allergome [25] (Tabla 2). La mayoría de
alérgenos del polen se ubican dentro de las familias de las expansinas, profilinas, EF‐
hand, glicosil hidrolasas, Ole e 1‐like y prolaminas [26].
En esta Tesis Doctoral se han estudiado alérgenos de la familia de las glicosil
hidrolasas, concretamente dos poligalacturonasas de la familia 28, y de la familia de las
prolaminas, concretamente la proteína transferidora de lípidos no específica (nsLTP) del
polen de olivo, Ole e 7.
 Poligalacturonasas (familia 28 de las glicosil hidrolasas)
Las glicosil hidrolasas son enzimas clave en el metabolismo de carbohidratos ya
que catalizan la hidrólisis de enlaces glicosídicos entre uno omásmonosacáridos,
o entre una fracción glicosídica y otra no glicosídica. Dentro de este grupo se
encuentra la subfamilia de las Poligalacturonasas (PGs), cuya función es
catalizar enlaces glicosídicos  α (1→4) localizados en el esqueleto de
poligalacturonano de los residuos de ácido D‐galacturónico, componente de la
pared celular de la planta. Estas enzimas intervienen en procesos que involucran
la degradación de la pared celular vegetal, la maduración y abscisión de la fruta




                         
                         
                         
                             
                           
                                 
  
 
                
 
                         
                     
                       
                         
                           
                           
                     
                 
                         
                     
                 
                   
                     
                         
                           
                     
                       
                       




             
             
             
               
              
                 
 
       
             
           
            
             
              
              
           
         
             
           
         
          
           
             
              
           
            
            




a nivel industrial, especialmente en la producción de zumos [28, 29]. Hasta la
fecha, se han descrito PGs alergénicas en especies de tres familias distintas de
plantas: Chamaecyparis obtusa (Cha o 2), Cryptomeria japonica (Cry j 2) y Juniperus
ashei (Jun a 2) de la familia Cupressaceae [30], Platanus orientalis (Pla or 2) y
Platanus acerifolia (Pla a 2) de la familia Platanaceae [31], y Paspalum notatum (Pas
n 13), Zea mays (Zea m 13) y Phleum pratense (Phl p 13) de la familia Poaceae [32‐
34].
 Proteínas transferidoras de lípidos no específicas (Prolaminas)
Los miembros de esta familia se caracterizan por la presencia de un dominio
globular α‐helicoidal que contiene un patrón conservado de seis u ocho residuos
de cisteína que forman de tres a cuatro enlaces disulfuro intramoleculares [35].
Esta familia de proteínas se caracteriza por tener un peso molecular entre 7‐10
kDa y poseer una cavidad o bolsillo hidrofóbico que permite la unión de lípidos,
por lo que se ha sugerido que pueden intervenir en la transferencia de lípidos
entre vesículas y membranas. La localización de estas proteínas es ubicua,
habiéndose identificado nsLTP alergénicas en pólenes [36‐43], alimentos [44‐62]
y látex [63]. En general, los miembros de esta familia de proteínas presentan
regiones conservadas en su secuencia de aminoácidos, especialmente si se trata
de nsLTPs que provienen de fuentes biológicas próximas filogenéticamente
(polen‐polen o alimento‐alimento), lo que conlleva unos porcentajes de identidad
de secuencia relativamente elevados que en muchas ocasiones se relacionan con
su implicación en procesos de reactividad cruzada [64, 65]. Por otro lado, también
existe cierta relación entre las nsLTPs de pólenes y alimentos, a pesar de la
limitada identidad y similitud de secuencia de aminoácidos que presentan [60,
66]. Así, se ha observado que nsLTPs que provienen de pólenes también
intervienen en el proceso de sensibilización a ciertas nsLTPs de alimentos, como








               
                       
                           
 
       
                 
                           
                       
                           
                         
                           

 
                
  
       
            
              
 
   
         
              
            
              
             




Tabla 2. Familias de proteínas donde se han descrito alérgenos del polen. Modificado de Radauer y
col [26].
 Clasificación de alérgenos por su procedencia biológica:
Según la distribución geográfica del polen y las características a nivel botánico
de las plantas que lo producen, se pueden distinguir pólenes de gramíneas, malezas y
árboles.
 Pólenes de gramíneas
Las gramíneas, ubicadas dentro del grupo de plantas monocotiledóneas,
incluyen a unos 650‐700 géneros y alrededor de 12.000 especies. Son la causa más
importante de polinosis en Europa, tanto por la alergenicidad de sus pólenes
como por su amplia distribución, ya que constituyen en torno al 20% de la
superficie vegetal del mundo [69, 70]. Además, en la época de polinización su




                       
                   
                   
                   
                     
             
 
      
                     
                     
                       
                     
                         
                             
                 
               
                   
   
 
      
 
                           
                       
                     
                         
                   
                           




            
          
          
          
           
       
   
           
           
            
           
             
               
         
        
          
  
   
              
            
           
             
          
              




géneros más importantes como fuente de polinosis pertenecen en su mayoría a
la subfamilia Pooideae: Phleum (fleo), Dactylis (dáctilo), Lolium (ballico), Trisetum
(triseto), Festuca (cañuelas), Poa (poa), Anthoxanthum (grama de olor), Holcus
(holco), Agrostis (agróstide) y Alopecurus L. (alopecuro). Otros géneros relevantes
son Cynodon (grama), dentro de la subfamilia Chloridoideae, y Sorghum (sorgo)
y Paspalum (páspalo), de la subfamilia Panicoideae.
 Pólenes de malezas
Las malezas engloban una amplia diversidad de familias de plantas muy
heterogéneas entre sí, pero que comparten la capacidad de desarrollarse en
ambientes secos, y en general, hostiles. El aumento de los procesos de
desertificación consecuencia de los efectos del cambio climático, se han traducido
en una mayor presencia de malezas y un mayor número de sensibilizaciones por
parte de la población hacia el polen de estas plantas. Desde un punto de vista
alergénico, destacan miembros de las familias Urticaceae (Parietaria sp),
Compositeae (Artemisia sp, Helianthus sp), Amaranthaceae (Chenopodium sp,
Salsola sp), Plantaginaceae (Plantago sp) y Euphorbiaceae (Mercurialis sp, Ricinus
communis L).
 Pólenes de árboles
Las familias de árboles cuyo polen tiene mayor relevancia desde el punto de vista
alergénico son Oleaceae (Olea sp, Fraxinus sp, Ligustrum sp, Syringa sp), Betulaceae
(Corylus sp, Betula sp, Alnus sp), Cupressaceae (Cupresus sp, Juniperus sp),
Platanaceae (Platanus sp) y Fagaceae (Quercus sp, Castanea sp, Fagus sp). Se han
descrito fenómenos de reactividad cruzada entre alérgenos de pólenes de
especies de la misma familia o con otras familias, así como con pólenes de




                         
                   
                       
                         
            
 
          
                               
                         
                             
                       
                           
                         
                            
                               
                             
                       
                           
                       
                     
                           
                         
 
                
                             
                         
                           
                           
                             
 
             
          
            
             
      
     
                
             
               
            
              
             
              
                
               
            
              
            
           
              
            
        
               
             
              
              




El estudio a nivel molecular y bioquímico de los componentes del polen ha
permitido identificar y caracterizar alérgenos presentes en éste, responsables de
desencadenar una respuesta alérgica en ciertos individuos. El avance en las técnicas
proteómicas permite una mayor rapidez y precisión tanto en la identificación como en
la caracterización de dichos alérgenos [71‐73].
Olea europaea, un cultivo milenario
El olivo (O. europaea) es una de las principales causas de polinosis en todo el área
mediterránea [74]. Sin embargo, debido a que su cultivo se ha extendido ampliamente
en los últimos años, también juega un papel importante en las polinosis de regiones de
Estados Unidos, Latinoamérica, Sudáfrica, Australia, Japón y China [75]. En España, el
polen de olivo constituye la segunda causa de polinosis por detrás de las gramíneas,
aunque en determinadas zonas de Andalucía donde hay un cultivo intensivo de este
árbol, como Jaén o Córdoba, es la primera causa de alergia a pólenes [76].
Se han descrito un total de 14 proteínas alergénicas en el polen de olivo (Tabla 3).
Entre ellas, Ole e 1 se ha descrito como el alérgeno principal, actuando como agente
sensibilizador y causando síntomas como rinitis, conjuntivitis o asma. Sin embargo, en
regiones donde la presencia de olivos es abundante y el contenido polínico en el
ambiente es muy elevado, alcanzando niveles de hasta 20000 granos/m3, se ha
identificado una sensibilización predominante hacia alérgenos que en otras regiones son
minoritarios como Ole e 7, una nsLTP asociada a una sintomatología severa que incluye
asma y shock anafiláctico, u Ole e 9 (β‐1,3‐glucanasa) [66, 75, 77].
Salsola kali, una maleza cada vez más frecuente
La salsola o cardo ruso (S. kali), cuya floración tiene lugar en verano, es una
maleza típica de suelos salinos y regiones donde las precipitaciones no son abundantes
[78]. Esta especie se localiza en regiones áridas de Emiratos Árabes, Estados Unidos y
Australia, aunque debido al aumento de los procesos de desertificación es cada vez más




                           
                       
                           
      
                                 
                               
                       
                         
     
 




                           
                           
                     
                         

 
              
            
              
   
                 
                
            
             
  
             
  
              
              
           




costa Mediterránea [79, 80]. En España se puede encontrar en casi todo el territorio,
especialmente en regiones de Zaragoza, Alicante y Murcia, donde ha provocado un
importante aumento en el número de personas sensibilizadas al polen de esta maleza en
los últimos años.
Hasta la fecha, se han descrito 7 alérgenos en el polen de S. kali (Tabla 3), siendo
Sal k 1 el más abundante y actuando comomarcador de sensibilización a esta planta [81].
En cuanto a las manifestaciones clínicas de los pacientes sensibilizados, predomina la
rinoconjuntivitis, aunque en algunos casos también se ha asociado al desarrollo de asma
[82, 83].
Tabla 3. Alérgenos descritos en el polen deO. europaea y S. kali.
Reactividad cruzada
Uno de los fenómenos que más repercusión tiene en el diagnóstico de la alergia
es la reactividad cruzada ya que dificulta la identificación de la fuente primaria de
sensibilización y produce síntomas inesperados frente a otras fuentes alergénicas. Los




                       
                           
                   
                         
                     
                           
                       
                             
            
                   
                       
                         
                     
                       
                     
                 
                         
                 
                     
                         
                         
                           
                           
                        
 
  
                         
                     
                         
                       

 
            
              
          
             
           
              
            
               
      
          
            
             
           
            
           
         
             
         
           
             
             
              
              
            
 
             
           
             




primera vez con un alérgeno, desencadenándose una respuesta alérgica debido a que
éste presenta epítopos comunes a otro alérgeno frente al cual el individuo se había
sensibilizado previamente. Así, las IgEs del individuo reconocen dichos epítopos,
uniéndose a ellos y desencadenando la respuesta alérgica. Por otro lado, los anticuerpos
IgE poseen cierta diversidad conformacional, de manera que pueden reconocer estos
epítopos y adaptarse en cierta medida a la zona de unión al epítopo, denominada
paratopo [84]. También se han identificado casos donde la reactividad cruzada podría
no estar mediada por una respuesta IgE, sino que se debería a una respuesta mediada
por células, concretamente linfocitos T [85].
La reactividad cruzada suele ocurrir entre moléculas alergénicas de fuentes
biológicas muy próximas desde un punto de vista filogenético, o entre moléculas
pertenecientes a una misma familia de proteínas, aun siendo de especies no relacionadas
filogenéticamente [86, 87]. Este tipo de reacciones pueden producirse por exposición
tanto a alérgenos principales como a alérgenos minoritarios. Muchos de los alérgenos
minoritarios descritos están involucrados en procesos biológicos generales y poseen una
secuencia de aminoácidos y estructuras altamente conservadas, promoviendo los
fenómenos de reactividad cruzada. Dada su amplia distribución, a estos alérgenos se les
denomina panalérgenos, los cuales están relacionados con procesos de
polisensibilización a pólenes y alimentos, siendo de hecho poco frecuente encontrar
pacientes monosensibilizados con polinosis [88, 89]. Desde un punto de vista clínico, los
panalérgenos de plantasmás relevantes son las profilinas, polcalcinas, y enmenor grado,
las proteínas transferidoras de lípidos (nsLTPs) y miembros de la familia 10 de proteínas
de defensa (PR‐10). Según la WHO/IUIS, hasta la fecha se han identificado 44 profilinas,
15 polcalcinas, 45 nsLTPs y 24 proteínas PR‐10 en distintas fuentes alergénicas.
 Profilinas
Son proteínas citosólicas pequeñas, de entre 12 y 16 kDa de masa molecular,
capaces de interaccionar específicamente con la actina. Promueven la polimerización de
filamentos y monómeros de actina, y están implicadas en la generación y movimiento




                           
                         
                           
                       
                             
                           
                   
                               
                           
                
 
  
                     
                             
                             
                       
                             
                   
                
 
              
                       
                     
                               
                               
                         
                         
                                   
                           
                             

 
              
             
              
            
               
              
          
                
              
        
 
           
         
 
     
               
            
               
          
        
       
            
           
                
                
             
             
                  
              




en células eucariotas y en ciertos virus, y por poseer una estructura conservada que
consiste en un motivo central con una lámina β antiparalela rodeada de hélices α [91].
En plantas, se ha observado una alta identidad de secuencia con miembros de especies
distintas [92]. La prevalencia de los individuos sensibilizados a estos alérgenos varía
entre un 5% y un 42%, siendo determinante en el proceso de sensibilización la fuente
alergénica, los niveles de exposición al alérgeno y los factores geográficos [93, 94]. Estos
alérgenos predominan en pólenes, aunque también pueden encontrarse en alimentos.
Sin embargo, dado que son proteínas poco resistentes al calor y a la digestión gástrica e
intestinal [95], los síntomas se producen localmente en la cavidad oral, aunque en menor
medida también se han descrito reacciones sistémicas [96].
 Polcalcinas
Son un grupo de proteínas con una estructura predominante de hélices  α,
únicamente presentes en el polen y capaces de unir Ca2+ gracias a los dos dominios EF‐
hand que poseen. Tienen una masa molecular de 9 kDa y pueden formar monómeros o
dímeros. Se han identificado polcalcinas alergénicas en pólenes de árboles, malezas y
gramíneas, afectando a un 5‐10% de los pacientes que sufren polinosis [97, 98]. En el
proceso de sensibilización a estas proteínas alergénicas resultan determinantes tanto
factores geográficos como la exposición al alérgeno [93].
 Proteínas transferidoras de lípidos no específicas (nsLTPs)
Estas proteínas deben su nombre a la capacidad que presentan para interaccionar
y transportar lípidos de manera inespecífica. Las nsLTPs se encuentran ampliamente
distribuidas en el reino vegetal y aunque su función no está clara, se cree que participan
en la defensa frente a organismos patógenos como ciertos hongos, por lo que se las ha
asignado el grupo de proteínas PR‐14 [99]. Todas las proteínas transferidoras de lípidos
que se han descrito como alergénicas son nsLTPs, clasificándose éstas en dos subfamilias
en función del tamaño que presentan: i) nsLTPs clase 1, de unos 9 kDa, y ii) nsLTPs clase
2, de unos 7 kDa [66, 100]. Las nsLTPs presentan una estructura altamente conservada




                             
                           
                             
                             
                       
                         
                             
                         
                               
      
 
                
                         
                               
                       
                             
                             
                               
                     
 
                     
                         
                           
                     
                       
                         
                     




               
              
               
               
            
             
               
             
                
   
        
             
                
            
               
               
                
           
           
             
              
           
            
             
           




conservado de 8 cisteínas. Se genera así en la proteína una cavidad hidrofóbica, a modo
de túnel, donde se produciría la interacción con el lípido [101]. Se han identificado
nsLTPs alergénicas en el polen de árboles y malezas así como en alimentos vegetales y
en el látex [93]. En general, presentan alta estabilidad térmica y enzimática, por lo que
son alérgenos muy potentes. La sensibilización a nsLTPs está fuertemente influida por
factores geográficos [102], así como por la ruta de sensibilización al alérgeno. Además,
se ha asociado a la aparición de síntomas graves en pacientes sensibilizados a nsLTPs de
alimentos, aunque también se han descrito casos de shock anafiláctico asociados a la
nsLTP del polen de olivo Ole e 7 [77, 103], así como reacciones severas tras su
administración mediante inmunoterapia.
 Familia 10 de proteínas asociadas a patogénesis (PR‐10)
Estas proteínas, de unos 17 kDa, están implicadas en mecanismos de defensa de
la planta y su expresión se induce por estrés o la presencia de patógenos. Su estructura
consiste en 3 hélices  α sobre una lámina  β, compuesta por 7 hebras  β antiparalelas,
formando una cavidad anfifílica en forma de Y. La especificidad de ligandos en su unión
a este bolsillo aún no se ha descrito, tal como demuestran los estudios cristalográficos de
la proteína Bet v 1 [104, 105], considerada el alérgeno principal del polen de abedul y
que actúa como sensibilizador primario frente a otros pólenes y alimentos.
Además de los panalérgenos, existen otras familias de proteínas implicadas en
procesos de reactividad cruzada como las β‐1,3‐glucanasas o las proteínas Ole e 1‐like.
Por otro lado, ciertas reacciones de reactividad cruzada producidas a nivel de IgE se
originan como consecuencia de la presencia de carbohidratos en las proteínas,
conteniendo principalmente residuos de fucosa y xilosa. En estos casos, aunque se
produce la unión de IgE, no hay aparición de síntomas clínicos. Así, proteínas
glicosiladas no alergénicas pueden mostrar un patrón de reactividad cruzada entre




           
 
                         
                           
                   
                             
                       
                             
                       
                     
                       
                   
                             
                             
                           
                       
                           
                         
                           
                           
                         
                               
                     
                       
 
     
                             
                       
             

 
      
 
             
              
          
               
            
               
            
           
            
          
               
               
              
            
              
             
              
              
             
                
           
            
   
               
            




DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO DE LA ALERGIA
Diagnóstico
Para un diagnóstico correcto de la alergia es necesario conocer la historia clínica
(anamnesis) del paciente, observar e identificar los síntomas y el origen de éstos, así
como realizar las correspondientes pruebas in vitro e in vivo.
Dentro de los análisis in vitro, se llevan a cabo: i) ImmunoCAP [107], ii) ELISA,
o inmunoensayo ligado a enzimas, y iii) RAST, o prueba de Radioalergoabsorbancia
[108]. Estas técnicas se basan en la detección y cuantificación de la unión de anticuerpos
IgE específicos a un determinado alérgeno o extracto alergénico. En ImmunoCAP se
utiliza un anticuerpo anti‐IgE marcado con β‐galactosidasa que tras la acción enzimática
produce fluorescencia, en ELISA el anticuerpo se marca con una enzima, generalmente
peroxidasa o fosfatasa alcalina, y en RAST con un radioisótopo.
Entre las pruebas in vivo que se realizan al paciente, destaca el test cutáneo. Las
técnicas cutáneas más utilizadas son: i) el Prick test, que consiste en la provocación de
una reacción alérgica al introducir en la piel del paciente una pequeña cantidad del
alérgeno sospechoso de desencadenar dicha reacción, o ii) la prueba intracutánea o
intradérmica, que consiste en la inyección bajo la piel de una pequeña cantidad de
alérgeno. En ambos casos, se suelen utilizar extractos crudos de las fuentes alergénicas
que contienen los alérgenos que se sospecha provocan la respuesta alérgica. Si el paciente
es alérgico, la piel reaccionará inflamándose y apareciendo una pápula o habón. Si el
causante de la respuesta alérgica es un alérgeno alimentario o medicamento, se puede
llevar a cabo una provocación oral en la que el paciente ingiere el alimento o el
medicamento en pequeñas cantidades, de forma creciente cada 30‐60 minutos, hasta
tomar una cantidad habitual del alimento o una dosis estándar del medicamento.
Profilaxis y tratamiento
El tratamiento de la enfermedad alérgica consiste en: i) evitar, en la medida de lo
posible, la fuente alergénica causante de la respuesta alérgica, ii) administrar un




                           
                         
                        
                   
                       
                         
                         
                       
                           
                         
                           
                         
                           
                         
                         
                         
                 
                           
                       
                                 
                               
                           
                      
               
                                 
                           
                         
                       
                   
                       

 
              
             
            
          
            
             
             
            
              
             
              
             
              
             
             
             
         
              
            
                 
                
              
           
        
                 
              
             
            
          




reducir los síntomas que acompañan a la alergia y iii) administrar un tratamiento de
inmunoterapia, que trata la causa que subyace a la alergia mediante la desensibilización
progresiva al alérgeno o mejorando la tolerancia a éste a largo plazo.
La inmunoterapia con alérgenos (AIT) consiste en la administración progresiva
de extractos alergénicos, alérgenos purificados e incluso péptidos, con el objetivo de
reducir la gravedad de la enfermedad, disminuir el uso de fármacos, prevenir futuras
sensibilizaciones a alérgenos y alcanzar un efecto curativo a largo plazo [109]. El
tratamiento mediante AIT consiste en conseguir un incremento en la producción de
anticuerpos IgG/ IgG4 ya que estos pueden inhibir la activación de las células efectoras
(basófilos y mastocitos) bloqueando la unión de los anticuerpos IgE al receptor FcεRI
que éstas presentan en su superficie. La supresión de la inmunidad Th2 se puede
producir mediante el desplazamiento de la respuesta alérgica de una respuesta tipo Th2
hacia una respuesta Th1, o bien mediante la inducción de células T reguladoras (Treg)
que provocan una respuesta inmunotolerante [110]. En el primer caso, se produce un
cambio en el balance de expresión de citoquinas Th1/Th2, aumentando la proporción de
células T que expresan citoquinas Th1 como IL‐2, IL‐12 e IFN‐γ  [111‐113]. En la
inmunoterapia mediada por células Treg, intervienen células Treg CD4+CD25+,
seleccionadas de forma natural en el timo, o células Treg inducibles (Tr1), específicas de
alérgenos. Las células Treg producen IL‐10 y TGF‐β, moléculas implicadas en la
supresión de la respuesta Th2 y Th1, en la supresión de la producción de IgE frente a
alérgenos e inducción del isotipo IgG4 e IgA, en la supresión de la activación de las
células efectoras y en la remodelación de tejidos dañados [114] (Figura 4). Así, el
individuo adquiere un estado de tolerancia frente a un determinado alérgeno.
Existen varios tratamientos como la inmunoterapia subcutánea (SCIT),
sublingual (SLIT, la dosis de alérgeno se mantiene bajo la lengua 1 o 2 minutos antes de
ser ingerida) u oral (OIT, la dosis de alérgeno se ingiere inmediatamente), resultando la
administración sublingual u oral efectiva y menos invasiva para el paciente que la
administración subcutánea [115, 116]. También se ha propuesto una forma “natural” de
inmunoterapia oral mediante la desnaturalización de alérgenos alimentarios, de manera




                           
              
                     
                        
                                 
                           
                         
                 
 
 
               
                             
                     
                         
                

 
              
       
           
            
                 
              
             
         
        
               
           
             




conseguir la desnaturalización de las proteínas alergénicas que contiene y, en caso de su
existencia, de formas hipoalergénicas de dichas proteínas.
Actualmente, los estudios se centran en la estandarización de los diferentes
tratamientos de inmunoterapias y la mejora de vacunas utilizadas en clínica [117‐119].
Figura 4. Supresión de la respuesta inflamatoria mediada por linfocitos Th2 por la acción de los linfocitos
Treguladores (Treg). IL‐4, interleucina 4; IL‐5, interleucina 5; IL‐10, interleucina 10; IL‐13, interleucina 13;
TGF‐β, factor de crecimiento transformante β; IgE, inmunoglobulina E; IgG4, inmunoglobulina G (isotipo 4);
IgA, inmunoglobulina A. Flechas rojas, inhibición; flechas negras, inducción.
TÉCNICAS DE INGENIERÍA GENÉTICA APLICADAS A LA ALERGIA
El uso de la ingeniería genética en el campo de la alergia ha permitido determinar
la secuencia completa de nucleótidos de muchos alérgenos, facilitando el conocimiento
de su estructura química y la producción de formas recombinantes de estos alérgenos




                       
                     
                         
                         
                       
                       
                       
                           
                           
                             
                         
                         
    
                       
                               
                           
                                 
                   
                           
       
 
               
                       
            
                       
                         
                                 
                     
                       
 
            
           
             
             
            
            
            
              
              
               
             
             
  
            
                
              
                 
          
              
   
        
            
      
            
             
                 
           




El uso de la tecnología del DNA recombinante ofrece numerosas ventajas sobre
la disponibilidad de las formas naturales, principalmente atendiendo al diagnóstico e
inmunoterapia de los pacientes. Con su uso es posible: i) obtener grandes cantidades
del alérgeno, especialmente importante en el caso de alérgenos poco abundantes en las
fuentes biológicas de origen pero con relevancia clínica; ii) realizar una caracterización
inmunológica y estructural en profundidad, ya que contar con grandes cantidades del
alérgeno permite llevar a cabo múltiples pruebas para su caracterización; iii) estudiar
isoformas de alérgenos polimórficos o iv) diseñar nuevasmoléculas para su uso en AIT,
mediante la modificación de epítopos B [120] o la generación de quimeras con epítopos
de varios alérgenos de una misma fuente biológica [121]. El uso de baterías de alérgenos
recombinantes ha supuesto un gran avance tanto en el diagnóstico como en el
tratamiento de los pacientes, permitiendo la terapia personalizada de éstos frente a la
alergia [122].
La estrategia habitual que se sigue para la obtención de proteínas recombinantes
se basa en el uso de sistemas heterólogos para su expresión. En función del sistema de
expresión seleccionado, se utiliza un vector de expresión (pET para bacteria o pPICZ para
levadura) en el que se ha insertado el cDNA de la proteína que se quiere producir. Una
alternativa para mejorar la expresión de proteínas recombinantes y evitar
degradaciones, es el uso de proteínas de fusión, o bien, utilizar sistemas de expresión
libres de células.
Sistemas heterólogos para la expresión de alérgenos recombinantes
Existe una gran variedad de sistemas de expresión de proteínas en organismos
heterólogos, tanto en procariotas como eucariotas.
Escherichia coli es uno de los sistemas de expresión bacterianos más utilizados
para la producción de proteínas recombinantes debido a la facilidad de manipulación y
a la alta tasa de crecimiento que presentan en un medio que resulta económico y fácil de
preparar. Sin embargo, dado que es un organismo procariota, tiene importantes




                       
                     
                         
                   
                             
      
                         
                         
                       
                           
                       
                     
                           
                           
                         
                           
                               
                           
                           
                           
                         
                           
                         
                     




                           
                             

 
            
           
             
          
               
   
             
             
            
              
            
           
              
              
             
              
                
              
              
              
             
              
             
           
           
   
   
              




en proteínas como el procesamiento de péptidos señal, formación de puentes disulfuro
o glicosilaciones [123]. Además, la producción de grandes cantidades de proteína
recombinante en el citoplasma de E. coli puede provocar un plegamiento incorrecto o
agregación por interacciones proteína‐proteína que provocan la expresión insoluble de
la proteína en cuerpos de inclusión, lo que puede llevar a la producción de proteínas
biológicamente inactivas [124].
No obstante, existe una gran variedad de sistemas de expresión eucariotas que sí
son capaces de llevar a cabo muchas de esas modificaciones post‐traduccionales y que
son más apropiados para producir proteínas más complejas, siendo los más utilizados
las levaduras, células de insecto, células de mamífero y plantas [123]. Dentro de las
levaduras más utilizadas en la expresión de proteínas se encuentra la levadura
metilotrófica Pichia pastoris, capaz de producir grandes cantidades de proteína en
presencia de metanol, que actúa como única fuente de carbono [125]. Las células de
insecto se utilizan con el sistema de expresión baculovirus, que inocula el cDNA de
interés mediante la infección de las células [126], normalmente de las polillas Spodoptera
frugiperda o Trichoplusia ni. El rendimiento en la producción es alto, aunque el proceso
de clonación del gen de interés en el vector de baculovirus requiere tiempo y los medios
son más costosos. Cuando se producen proteínas, por ejemplo, para su uso en vacunas,
se suelen utilizar células de mamífero. El uso de estas células supone una producción
con un menor rendimiento, que además es más lenta y costosa que los sistemas
anteriores. Por otro lado, existen sistemas de expresión libres de células, como el
germen de trigo o los sistemas de expresión de reticulocitos de conejo, que simplifican
el proceso de producción y reducen el proceso de purificación de las proteínas
recombinantes. Sin embargo, los extractos celulares que se usan son costosos,
utilizándose este sistema de expresión fundamentalmente para la obtención de pequeñas
cantidades de proteína.
Proteínas de fusión
Las proteínas de fusión tienen la ventaja de facilitar el proceso de purificación ya




                         
                         
                       
                             
                           
      
                           
                                   
                             
                               
                         
                           
                     
                         
                         
                         
                             
                             
                             
                                 
                                 
                             
                     
                           
                           
                     
                           
                       
                         
                         

 
             
             
            
              
              
   
              
                  
               
                
             
              
           
             
             
             
               
               
               
                 
                 
               
           
              
              
           
              
            
             




proteína intrínseca de origen bacteriano o una pequeña secuencia de aminoácidos. El tag
de afinidad permite purificar la proteína, en un solo paso, mediante cromatografía de
afinidad sin necesitar un conocimiento previo de las propiedades bioquímicas de ésta.
Éste se sitúa normalmente en el extremo C‐ o N‐terminal de la secuencia de la proteína
de interés, lo que facilita su plegamiento molecular y purificación, y limita la posibilidad
de degradación proteolítica.
Los tags de afinidad más utilizados son: i) His Tag (“Histidine”), con un tamaño
pequeño de 6 residuos de histidina por lo que interfiere poco o nada en la función de la
proteína, salvo que el tamaño de ésta sea muy pequeño. Además, la elución de la
muestra una vez aplicada en la columna se realiza con imidazol que no interfiere en la
inmunogenicidad de la proteína; ii)Halo Tag, se trata de una haloalcano deshidrogenasa
de 33 kDa modificada genéticamente de manera que es capaz de reconocer y unirse
covalentemente a cloroalcanos [127]. Este sistema es utilizado para el aislamiento,
purificación y evaluación de la función de proteínas, análisis de interacciones y la
obtención mediante marcaje anti Halo Tag de imágenes celulares in vitro e imágenes
moleculares in vivo; iii) GST Tag (“Glutathione S‐transferase”), con un tamaño de 26
kDa, incrementa los niveles de expresión de la proteína de fusión y su rendimiento final,
aunque debido a su gran tamaño puede interferir en la función de la proteína, sin
embargo es posible eliminar el Tag de GST durante el proceso de purificación; iv)MBP
Tag (“Maltose‐binding protein”), es el tag de mayor tamaño con 45 kDa, y al igual que en
el caso del tag de GST, aumenta los niveles de expresión y solubilidad de la proteína de
fusión pero puede interferir en su función, aunque su eliminación de la proteína es más
compleja; v) CBP Tag (“Calmodulin‐binding peptide”), una de las principales ventajas
de su uso son las condiciones suaves de unión y elución que contribuye al
mantenimiento de la forma nativa de la proteína de fusión tras el proceso de
purificación; vi) Tags basados en estreptavidina/biotina, la proteína de fusión contiene
el péptido señal de biotinilación BCCP y así, pueden ser biotiniladas por la enzima
biotina ligasa. Son utilizados principalmente para la expresión en células de mamífero;
y vii) Epitope Tags (T7, c‐myc…), son pequeñas secuencias de tamaño variable que




                         
                               
                         
                           
                           
        
 
 
               
   
                             
               
                      
                   
                   
                       
                           
                             
                         
                       
                       
    
 
                     
                       
                             
                           
                           
                       
 
             
                
             
              
              
    
        
  
               
        
           
          
          
            
              
               
             
            
            
  
           
            
               
              
              




La elección del tag dependerá principalmente de la dificultad en la expresión de
la proteína. Si se expresa bien se puede utilizar el tag de histidinas mientras que, para
proteínas con mayores dificultades de expresión, se recurre a tags que facilitan su
solubilidad y su plegamiento como Halo, GST o MBP. En cuanto a los problemas
asociados al uso del tag, destacan su impacto en la estructura, actividad y características
de la proteína diana.
ABORDAJES ALTERNATIVOS EN EL ESTUDIO DE LA ALERGIA:
HERRAMIENTAS PROTEÓMICAS
La proteómica se centra en el análisis en profundidad de las proteínas a través de
diferentes enfoques que permiten estudiar sus características estructurales,
modificaciones postraduccionales y su abundancia en una especie, órgano u orgánulo.
La información que proporciona la proteómica es cualitativa, aunque existen
herramientas, como la espectrometría de masas, que permiten obtener información
cuantitativa o semicuantitativa. Más allá de la proteómica basada en espectrometría de
masas, en los últimos años la tecnología basada en microarrays de péptidos y proteínas
se ha desarrollado enormemente y permite un estudio a gran escala de proteínas, por lo
que tiene gran utilidad en el análisis personalizado de cada paciente, el descubrimiento
de biomarcadores y el subsiguiente análisis funcional [128]. En la actualidad, ambas
herramientas proteómicas juegan un papel fundamental en la búsqueda y análisis de
proteínas alergénicas.
La proteómica en el estudio de proteínas alergénicas: Espectrometría de masas
La espectrometría demasas (MS) es una técnica analítica que permite determinar
la masa molecular de péptidos y proteínas en relación a su carga, así como obtener
información estructural de éstos y detectar o cuantificar su presencia en una muestra. A
principios de los años 80, la combinación de técnicas de biologíamolecular y bioquímicas




                 
                         
                         
                           
                   
                     
      
                             
                             
                             
                                
                               
 
 
            
                         
                              
                             
                       
                         

 
         
             
             
              
          
           
   
               
               
               
                
                
      
             
               
               
            




secuenciados y expresados como proteínas recombinantes. Estos alérgenos eran
sometidos a degradación de Edman para obtener los primeros 10‐30 aminoácidos de su
secuencia y posteriormente, clonar y secuenciar por completo el alérgeno [129, 130]. En
las dos últimas décadas, la MS ha ido desplazando esta técnica permitiendo la obtención
de secuencias de alérgenos [131‐133], la detección de modificaciones postraduccionales
como N‐glicosilaciones [134‐136] o la cuantificación de éstos en mezclas complejas
utilizadas en AIT.
El análisis se realiza con un espectrómetro de masas que consta de una fuente de
ionización capaz de generar iones a partir de las moléculas de la muestra, un analizador
de masas que separa los iones generados en función de su relación masa/carga (m/z) y
un detector que registra el número de iones asignado a cada valor m/z [137] (Figura 5).
Figura 5. Esquema del flujo de trabajo y componentes de un análisis mediante espectrometría de masas.
 Componentes de un espectrómetro de masas
Las dos técnicas más utilizadas en la volatilización e ionización de la muestra
son: i) la ionización por electrospray (ESI), donde la muestra en solución pasa a través
de un capilar metálico en el que se aplica un voltaje y una presión determinada,
provocando la desorción en fase gaseosa (electronebulización) y generando un haz de




                         
                         
                             
                           
    
                               
            
 
                               
                         
                           
                   
  
                       
                     
                           
                               
                               
                             
                     
                                 
                         
                                 
                         

 
             
             
               
              
  
                
      
                
             
              
          
 
            
           
              
                
                
               
           
                 
             
                 




ionización por desorción con láser asistida por una matriz (MALDI), donde la muestra
se mezcla con una molécula orgánica de baja masa molecular denominada matriz. Al
evaporarse el solvente se forman cristales que son sometidos a pulsos cortos de láser que
ionizan las moléculas que componen la muestra, pasando éstas de fase sólida a gaseosa
(Figura 6).
Figura 6. Principio del funcionamiento de fuentes de ionización por electrospray (A) y por desorción con
láser asistida por una matriz (B).
En cuanto al analizador de masas, se distinguen: i) el de trampa de iones (IT, Ion
Trap), ii) el de tiempo de vuelo (TOF, Time‐of‐flight), iii) el cuadrupolo (Q,
Quadrupole), iv) el de trampa lineal (Orbitrap), y v) el de resonancia ciclotrónica de
iones con Transformada de Fourier (FTICR, Fourier transform ion cyclotron
resonance).
Todos ellos, pueden emplearse tanto de manera individual como en tándem. La
espectrometría de masas en tándem (MS/MS) permite múltiples pasos de análisis
mediante varios analizadores individuales separados en el tiempo o en el espacio. En el
caso de la MS/MS llevada a cabo con analizadores separados en el tiempo, el análisis se
realiza con iones atrapados en una misma cámara y en distintas etapas a lo largo del
tiempo. Los analizadores empleados en este caso son tipo IT, FTICR u Orbitrap. En la
MS/MS separada en el espacio, los analizadores están separados físicamente, pero
conectados de manera que se mantiene el vacío a lo largo del recorrido de los iones. Este
análisis se realiza en instrumentos tipo Q‐TOF, TOF‐TOF o QqQ (o triple cuadrupolo).
En general, MALDI suele ir acoplada a un analizador TOF mientras que ESI lo hace a un




                       
                         
           
                       
                     
                 
                         
                         
                       
                       
                         
                       
                   
                           
                         
                     
               
 
                    
                 
 
                            
                         
                             
                       
                         
                     
                       
          

 
            
             
      
            
           
         
             
             
            
            
             
            
          
              
             
           
        
	           
         
              
             
               
            
             
           
            




de péptidos mediante disociación inducida por colisión (CID) o disociación por colisión
de alta energía (HCD). Ambos tipos de fragmentación son utilizados en la secuenciación
de novo de proteínas [138, 139].
Los equipos utilizados en esta Tesis Doctoral han sido el Autoflex III MALDI‐
TOF‐TOF, el LTQ‐Orbitrap Velos y el Q‐Exactive. El equipo Autoflex III MALDI‐TOF‐
TOF permite determinar masas moleculares, identificar proteínas mediante huella
peptídica y fragmentar péptidos para conocer su secuencia. El LTQ‐Orbitrap Velos es un
equipo híbrido que contiene dos analizadores de masas: una trampa iónica lineal de
doble celda (LTQ Velos) y un analizador de masas electrostático denominado Orbitrap.
El analizador de masas de trampa iónica permite múltiples niveles de fragmentación
mientras que el Orbitrap amplía los modos de fragmentación. Este sistema hace posible
la identificación de proteínas de proteomas complejos, sitios de fosforilación y otras
modificaciones y experimentos de proteómica cuantitativa diferencial (SILAC, iTRAQ o
label‐free). El Q‐Exactive consta de un cuadrupolo que actúa como un filtro de masas
frontal, una trampa iónica (C‐trap) y un analizador Orbitrap. La elevada resolución del
LTQ‐Orbitrap Velos y del Q‐Exactive permite la realización de experimentos de
proteómica masiva cualitativa, así como de proteómica cuantitativa.
 Identificación de proteínas mediante digestión enzimática, análisis por MS y
búsqueda en bases de datos o secuenciación de novo.
 Preparación y separación de las proteínas de la muestra para su análisis por MS
La identificación de proteínas puede hacerse a partir de muestras en solución o
separadas en gel. En el caso de las primeras, como pueden ser las fracciones de
una cromatografía o de un extracto proteico, se desnaturalizan las proteínas de
la muestra mediante calor o agentes químicos como urea o detergentes. Una vez
desnaturalizadas, las proteínas son reducidas y alquiladas, lo que impide su
agregación a través de la formación de puentes disulfuro intercatenarios entre los




                     
                   
                         
                   
                 
                         
                           
                           
                       
                
                           
                     
                      
 
                     
                   
                 
                     
                     




           
          
             
          
         
             
              
              
            
        
              
           
           
           
          
         
           
           




Por otro lado, la separación de proteínas puede realizarse mediante electroforesis
mono‐ o bidi‐mensional (1DE y 2DE, respectivamente), siendo más común la
separación por 2DE ya que permite la separación en función de su punto
isoeléctrico (pI) por isoelectroenfoque (primera dimensión) y de su masa
molecular (segunda dimensión). Brevemente, la muestra (por ejemplo, un
extracto polínico) se somete a una electroforesis 2D y se visualizan las diferentes
proteínas de la misma en el gel, ya sea por inmunodetección con sueros de
pacientes o por tinción con Coomassie coloidal o nitrato de plata. Así, se pueden
observar unas pequeñas manchas o puntos (spot en inglés) que se corresponden
con las proteínas de la muestra (Figura 7).
Figura 7. Esquema del protocolo seguido para la identificación de proteínas en una mezcla
proteica compleja mediante técnicas proteómicas, previa separación de las proteínas mediante
electroforesis 2DE. PMF, huella peptídica; LC‐MS/MS, espectrometría de masas en tándem.
El siguiente paso, tanto para proteínas purificadas que provienen de muestras
líquidas como separadas en gel, es la digestión mediante proteasas,
generalmente tripsina, aunque también se usan quimotripsina o la
endopeptidasa GluC. Así, se generan un conjunto de péptidos que serán
analizados por MS, ya sea mediante huella peptídica (PMF) o cromatografía




      
                     
                             
                   
                       
                               
                 
   
 
                
                     
                       
                       
                       
                         
                       
                         
                   
                       
                             
                   
 
               
      
                         
                           
                           
                         
                      

 
   
           
               
          
            
                
         
  
        
           
            
            
            
             
            
             
          
            
               
          
        
   
             
              
              
             




 Huella peptídica (PMF)
La identificación de proteínas separadas mediante 2DE suele realizarse a través
de la determinación de su huella peptídica (PMF). La PMF se trata de una técnica
analítica que utiliza la espectrometría de masas, concretamente un sistema
MALDI‐TOF, para obtener un espectro de masas característico de la proteína y
un cociente m/z para cada péptido con los que se lleva a cabo una búsqueda en
las bases de datos correspondientes, consiguiendo finalmente identificar la
proteína [140].
 Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC‐MS/MS)
Esta técnica se utiliza para identificar proteínas en muestras de mayor
complejidad. En este caso, la mezcla de péptidos generada tras la digestión
enzimática se somete a una separación cromatográfica por HPLC antes de ser
analizada en el espectrómetro de masas en tándem, cuya fuente de ionización
suele ser tipo ESI. El espectrómetro de masas en tándem primero adquiere un
espectro de masas de la mezcla de péptidos, seleccionándose los más intensos
para su fragmentación mediante colisión con un gas y adquiriendo así un nuevo
espectro para los fragmentos obtenidos. Ambos espectros son utilizados para
identificar las proteínas presentes en la muestra [141], y permiten además la
secuenciación de novo de las proteínas a través del uso de bases de datos [142,
143] o a softwares específicos, como por ejemplo PEAKS [144].
Herramientas nanotecnológicas aplicadas al estudio de proteínas alergénicas:
Microarrays de proteínas
Los microarrays permiten el análisis a gran escala, simultáneo y en paralelo de
cientos a miles de proteínas, utilizando pequeños volúmenes de suero de los pacientes a
analizar y permitiendo su análisis en un tiempo razonable. En general, la proteína o
DNA se deposita e inmoviliza sobre superficies planas, las cuales se han tratado




                       
                         
                             
                         
                                 
                         
                         
                     
                           
                           
                     
                  
 
      
                     
                         
        
    
                       
                     
                     
                   
                       
                     
                         
                           
                         
                   
                   
 
            
             
               
             
                 
             
             
           
              
              
           
         
   
           
             
    
  
            
           
           
          
            
           
             
              
             
          




En el campo de la alergia, estas herramientas nanotecnológicas se han utilizado
tanto en el diagnóstico de pacientes como para el estudio inmunológico de proteínas
alergénicas, aunque en el primer caso se ha utilizado con ciertas limitaciones ya que el
análisis de los resultados no suele estar automatizado y es necesario adaptarlo en
función del tipo de análisis llevado a cabo. Desde hace 10 años, se utiliza en clínica la
plataforma tecnológica ISAC para la determinación de los niveles de IgE específica de
los pacientes frente a una batería de 112 componentes proteicos alergénicos, naturales o
recombinantes, de 51 fuentes biológicas diferentes. En investigación, se han realizado
varios estudios de mapeo epitópico con el objetivo de localizar aquellas regiones de la
proteína mejor reconocidas por las IgE de los pacientes [145‐147], lo que permite, por
ejemplo, el desarrollo de vacunas utilizadas en inmunoterapia dirigidas a epítopos
específicos implicados en el desarrollo de la respuesta alérgica.
 Tipos de microarrays
Existen varias clasificaciones de los microarrays de proteínas. Según el método
utilizado para la generación del contenido de éstos, se distinguen i) arrays ensamblados
y ii) arrays auto‐ensamblados.
 Arrays ensamblados
Se basan en el uso de moléculas purificadas como proteínas, péptidos o
anticuerpos, que son inmovilizadas en una superficie funcionalizada y con una
distribución espacial concreta. Dentro de este grupo se pueden distinguir i)
arrays de captura, los agentes de captura, normalmente anticuerpos, se
inmovilizan sobre la superficie del array para su posterior incubación con la
muestra biológica de interés, así se pueden identificar biomarcadores o perfiles
diferenciales de expresión de proteínas, y ii) arrays de fase reversa, donde al
contrario que en el caso anterior, son las muestras biológicas las que se depositan
en la superficie del array, incubándose con un único ligando (por ejemplo, un
anticuerpo); este sistema permite analizarmuchasmuestras de forma simultánea,




                 
                           
                         
                
 
    
                           
                         
                   
                               
                   
                     
                 
                     
                      
                             
                   
                       
  
                       
                         
                     
                     
                       
                   
                   

 
         
              
             
        
  
              
             
          
                
          
           
         
           
           
               
          
            
 
            
             
           
           
            
          




señalización intracelular de proteínas. Los principales inconvenientes son el
elevado tiempo que requiere su puesta a punto, y que la probabilidad de detectar
una proteína que se encuentre en muy baja concentración o que posea baja
afinidad de unión con el anticuerpo, es pequeña.
 Arrays auto‐ensamblados
La característica principal de estos arrays es la generación in situ de la proteína
de interés en cada spot del array mediante incubación con los reactivos necesarios
para la transcripción‐traducción in vitro (IVTT). La proteína expresada queda
anclada en el array mediante un reactivo de captura de afinidad o a través de una
“etiqueta codificada” (tag) en el extremo amino‐ o carboxi‐terminal de la
proteína. Este tipo de arrays permiten la caracterización funcional de proteínas,
así como la identificación de modificaciones postraduccionales. Existen varias
clases de arrays auto‐ensamblados (PISA, DAPA, NAPPA, etc) [148, 149], aunque
los más utilizados son los tipos NAPPA [150, 151] (Figura 8).
En los últimos años, este tipo de arrays se ha utilizado para el estudio de
interacciones proteína‐proteína, para el análisis del interactoma de factores de
transcripción [152] y para la identificación de biomarcadores de ciertas patologías [153,
154].
Entre los métodos de detección, se pueden diferenciar i) métodos basados en
marcaje con etiquetas, mediante el uso de fluoróforos o microesferas magnéticas, y ii)
métodos libres de etiquetas, mediante Resonancia de Plasmón superficial (SPR) o
microcantilevers. Normalmente se utilizan métodos de detección basados en el marcaje
con etiquetas, ya sea un marcaje fluorescente directo con fluorocromos o fluoróforos
Cy3/Cy5, o un marcaje indirecto incubando con biotina‐estreptavidina marcada con




                     
         
 
 
            
                   
                       
                         
                   
        
   
                         
                     
                   
                         
                     

 
           
     
      
          
            
             
          
    
 
             
           
          
             




Figura 8. Representación esquemática de diferentes tipos de microarrays auto‐ensamblados.Modificado
de Yu y colaboradores [155].
 Impresión, hibridación y análisis de datos
Independientemente del tipo de microarray (anticuerpos, proteínas o fagos), la
metodología de impresión es muy similar, pudiendo realizarse bien i) por contacto,
utilizando puntas (lisas o con reservorio), o ii) sin contacto, utilizando métodos basados
en fotoquímica, láser, deposición por electrospray y/o piezoeléctricos (tecnologías de
inyección de tinta) [156].
 Impresión
La impresión por contacto se caracteriza por la alta reproducibilidad de los spots
impresos y por un mantenimiento más sencillo y económico, aunque los
principales inconvenientes son el elevado tiempo que conlleva imprimir los
microarrays y el número limitado de portas que se pueden imprimir de forma




                 
                     
               
                   
                 
 
            
                             
                             
                             
                   
                           
                             
                                   
          
                       
                     
                     
 
  
                         
                   
                             
                     
                          
                   
                   
                           
 
         
           
        
          
         
      
               
               
               
          
              
               
                  
     
            
           
           
 
             
          
               
           
             
          
          




velocidad de impresión, durante la impresión puede producirse la
desnaturalización de las moléculas o interferencias entre las gotas que se
imprimen. Actualmente, se han desarrollado equipos piezoeléctricos que
permiten la impresión de cientos de portas con una reproducibilidad
equivalente o superior a los equipos (arrayers) de contacto.
 Hibridación, escaneo y análisis de datos
Tras la hibridación de los arrays con las muestras de interés, el escaneo de los
microarrays se realiza en un escáner con láseres de 532 nm y 635 nm compatible
con las superficies usadas en la impresión. El láser de 635 nm (canal rojo) se
utiliza para detectar la señal correspondiente a los anticuerpos secundarios
conjugados con las sondas fluorescentes Cy5, Alexa Fluor 647 nm o una señal con
un espectro similar, mientras que el láser de 532 nm (canal verde), que tiene el
mismo fin que el láser de 635 nm, se usa en la detección de Cy3, Alexa Fluor 555
o una señal espectralmente similar.
Las imágenes obtenidas se analizan con un software de adquisición de imágenes
de microarrays para normalizar la señal intra‐array e inter‐array. Además, se
lleva a cabo un análisis estadístico para identificar los antígenos significativos.
 Validación
La validación del análisis por microarrays, lo que es extensible a técnicas basadas
en MS, resulta imprescindible para evitar identificaciones erróneas y garantizar
la precisión de los resultados con el fin de trasladar a la clínica los resultados
obtenidos en investigación básica. Entre las pruebas adicionales que se realizan
para ello se encuentran el Dot‐blot, WB o ELISA, e incluso la MS.
El uso de técnicas proteómicas, combinado con las técnicas inmunológicas,
permite la identificación y análisis en profundidad de proteínas potencialmente




                           
           
 
 
                     
         
                     
                         
                       
                       
                             
                               
                           
                               
                                 
                         
              
 
                   
                     
                         
                         
                     
                               
                          
                       
                           
                         

 
              
      
           
     
           
             
            
            
               
                
              
                
                 
             
       
          
           
             
             
           
                
             
            
              




molecular o bioquímicas tradicionales, o a su baja presencia en la fuente biológica de
origen, permanecían ocultas impidiendo su estudio.
PAPEL DE LOS LÍPIDOS EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTA ALÉRGICA
FRENTE A ALÉRGENOS DEL POLEN
Las sustancias responsables de desencadenar la alergia están compuestas no sólo
de proteínas, sino también de otras moléculas como carbohidratos o lípidos. Los lípidos
son moléculas, de pequeño tamaño, con carácter hidrofóbico o anfipático, que están
presentes en altas concentraciones tanto en pólenes como en plantas y animales.
Entre las funciones de los lípidos presentes en el polen, destaca la de proteger los
granos de éste de las radiaciones UV del sol o del ataque de patógenos. Además, juegan
un papel crucial en la reproducción sexual de las plantas interviniendo en la interacción
entre el polen y el pistilo, y en la polinización mediada por insectos y otros animales
[157, 158]. Por otro lado, se ha descrito que los lípidos influyen en el desarrollo de la
respuesta alérgica actuando bien como antígenos per se o como adyuvantes mediante su
interacción y/o unión a proteínas alergénicas [159].
Mecanismo de acción de los lípidos en la respuesta alérgica
El polen está constituido por mezclas complejas que contienen, entre otras
moléculas, proteínas alergénicas y lípidos que son reconocidos por las APCs, las cuales
internan los componentes de dicha mezcla antigénica. Algunas de estas células como las
células dendríticas (DCs), macrófagos, linfocitos B y ciertas células epiteliales, presentan
los lípidos contenidos en dicha mezcla a las células T Natural Killer (NKTs), a través de
una proteína presente en su superficie y similar al MCH I, denominada CD1d.
Las células NKTs son una subpoblación de linfocitos T capaces de reconocer
lípidos mediante la interacción de su TCR con la proteína CD1d presente en ciertas




                               
                             
                    
                           
                           
                             
                 
 
                                     
                                   
                                   
                               
                                 
                                         






             
               
          
              
              
               
        
                   
                  
                  
                
                 
                     




T naïve CD4+ a linfocitos Th2. Los linfocitos Th2 promueven a su vez la activación de
linfocitos B, que en presencia de IL‐4 e IL‐13, y como consecuencia del proceso de
expansión clonal, se diferencian a células plasmáticas productoras de IgE.
Por otro lado, la presencia de lípidos puede influir en la capacidad del alérgeno
para interaccionar con las células del sistema inmune, tanto a nivel de células epiteliales
a través de susmembranas, como en el reconocimiento por parte de las APCs, facilitando
el desarrollo de una respuesta Th2 (Figura 9).
Figura 9. Modelo del papel de los lípidos en la respuesta alérgica. A) Las ACPs internan las partículas que
contienen los alérgenos (verde) y lípidos (rojo); B) estas células presentan los lípidos a las células NKTs a
través de la proteína CD1d; C) se libera IL‐4 que promueve la diferenciación de linfocitos T naïve en
linfocitos Th2; D) los linfocitos Th2 promueven la activación y diferenciación de linfocitos B a células
plasmáticas; E) las células plasmáticas producen IgE. Por otro lado, F) los lípidos o PALMs pueden intervenir
en el paso de los alérgenos a través de la barrera epitelial y su captación por las APCs. Modificado de Gómez




         
                           
                     
                     
                       
            
                                 
                               
                      
                             
      
 
                         
                           
                             
                           
                               
                             

 
     
              
           
           
            
      
                 
                
           
               
   
             
              
               
              
                




Lípidos presentes en el polen
En la reproducción sexual de las plantas, los granos de polen actúan como células
sexuales masculinas (gametofito masculino) responsables de la fecundación de la célula
femenina (gametofito femenino), que se produce gracias a una estructura denominada
tubo polínico mediante el cual el gametofito masculino alcanzan al gametofito femenino,
produciéndose así la fecundación de éste.
En el grano de polen se distinguen tres capas: i) la intina o capa interna, ii) la
exina o capa externa y iii) la matriz o superficie más externa del polen (Figura 10).
Además, contiene un retículo endoplásmico (RE) y diferentes orgánulos de reserva.
Figura 10. Esquema de la composición y localización lipídica de un polen de angiosperma. Modificado
de Dahl [160].
Existe una gran variedad de especies lipídicas presentes en los granos de polen,
aunque predominan los ácidos grasos como el ácido linoleico (18:2) o el ácido palmítico
(16:0) [161]. Se han asignado varias funciones de los lípidos en la alergia, señalándose la
importancia de la fosfatidilcolina (PC) y de la fosfatidilserina (PS) en la captura del
alérgeno por parte de DCs de la mucosa en pacientes alérgicos al ciprés [162]. Por otro




                           
                             
                           
                    
 
             
                     
                       
                         
                       
                            
                         
                     
                           
                       
                             
                                 
                                 
                       
                               
                     
                     
            
 
          
                         
                           
                   
        

 
              
               
              
          
       
           
            
             
            
              
             
           
              
            
               
                 
                 
            
                
           
           
      
     
             
              
          




ácidos grasos libres y triacilgliceroles que potencian la expresión de la proteína CD1d en
DCs de individuos atópicos [163]. El estudio de la influencia de los lípidos en las
reacciones alérgicas es cada vez de mayor interés científico ya que puede ayudar a
comprender los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de la alergia.
Interacciones lípido‐proteína implicadas en la respuesta alérgica
Dentro del grano de polen también pueden encontrarse proteínas que poseen
estructuras, como cavidades o bolsillos hidrofóbicos, que permiten la interacción y unión
con lípidos. Entre las proteínas alergénicas capaces de interaccionar y unir lípidos, se
encuentran miembros de la familia Bet v 1‐like, nsLTP, albúminas 2S, secretoglobulinas,
lipocalinas, oleosinas y proteínas de ácaros de los grupos 2, 5 y 7 [164‐171].
El efecto que producen los lípidos en la capacidad alergénica de una determinada
proteína es variable, pudiendo potenciar o promover las respuestas alérgicas, facilitando
la entrada a través de la barrera epitelial o influyendo en el mecanismo celular
responsable de la reacción alérgica. Los lípidos pueden promover la respuesta alérgica
induciendo una respuesta Th2, como ocurre en el caso de los alérgenos del epitelio de
gato y del melocotón, Fel d 1 o Pru p 3 respectivamente [168, 172], o inhibir dicha
respuesta, tal como se ha descrito en el caso del alérgeno Bet v 1 [173]. Conocer la
estructura tridimensional de los alérgenos permite enmuchos casos identificar, de forma
teórica, qué lípidos actúan como ligandos para cada uno de ellos y dirigir el estudio de
dicha interacción hacia especies lipídicas concretas. Sin embargo, las técnicas que
permiten obtener esta información a menudo requieren grandes cantidades de alérgeno,
lo cual no siempre es posible.
Mediadores lipídicos asociados al polen
Los granos de polen liberan una serie de lípidos cuando se hidratan, homólogos
a los eicosanoides, que actúan como adyuvantes de la respuesta alérgica frente a una
determinada proteína [174]. Estos lípidos se conocen como mediadores lipídicos




                   
                         
                       
                   
                       
                             
       
 
             
                     
                         
        
                   
                   
 
                       
                           
                         
          
 
          
             
            
          
            
               
    
       
           
             
    
          
          
            
              
             




Se distinguen PALMs que muestran homología con el leucotrieno B4,
involucrado en procesos inflamatorios, y que son capaces de inducir quimiotaxis y la
activación de neutrófilos y eosinófilos, y PALMs que muestran homología con la
prostaglandina E2, implicada en la respuesta alérgica, denominados fitoprostanos y
capaces de inducir una respuesta Th2 impidiendo la liberación de citoquinas implicadas
en respuestas Th1 [175] y promoviendo la acción de las DCs en la provocación de
respuestas Th2 [176, 177].
Influencia del surfactante pulmonar en procesos alérgicos
El surfactante pulmonar es una mezcla compleja de fosfolípidos (80‐85%) y
proteínas (SP‐A, SP‐B, SP‐C, SP‐D), sintetizada por los neumocitos tipo II presentes en
los alveolos (Figura 11).
Figura 11. Composición del surfactante pulmonar. DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina;
PG: fosfatidilglicerol; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; SP: proteína del surfactante.
Su principal función es el mantenimiento de una tensión superficial óptima a
nivel de alveolos durante el proceso de respiración. Además, ayuda a mantener las vías
aéreas limpias e interviene en la defensa del individuo frente a sustancias patogénicas,




                   
                           
                               
                         
                         
    
                               
                     
                          
 
                         
                     
                       
                         
                           
      
 
          
              
                
             
             
  
                
           
             
             
           
            
             
              




Los fosfolípidos que forman parte del surfactante pulmonar se encuentran
dispuestos en monocapas, donde la cabeza polar del lípido queda orientada hacia la fase
acuosa del alveolo y las cadenas hidrofóbicas hacia la fase gaseosa, el lumen de las vías
respiratorias [179] (Figura 12). Dentro de la fracción de fosfolípidos que componen el
surfactante, la más abundante es la PC, con un 50% de presencia de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
Figura 12. Esquema de la disposición de lípidos y proteínas del surfactante pulmonar en la interfase aire‐
líquido en un alveolo. DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina; PC: fosfatidilcolina; PG: fosfatidilglicerol; PE:
fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; SP: proteína del surfactante. Modificado de Autilio y col [180].
Cuando el alérgeno accede a las vías respiratorias entra en contacto con el
surfactante que recubre el epitelio pulmonar, interaccionando con las monocapas de
fosfolípidos y las proteínas que componen dicho surfactante. Una mayor afinidad del
alérgeno por los lípidos que forman esas monocapas lipídicas puede influir en la





                           
                                 
                           
                                 
                           
                         
                                 
                     
                     
                           
                       
                           






                     
                     
                   
                       
                       
                             
                           
                     
                   
  
 
              
                 
              
                 
              
             
                 
           
           
              
            
              
           
           
           
          
            
            
               
              
           





Las proteínas SP‐A y SP‐D juegan un papel crucial en la eliminación efectiva de
los alérgenos y en la regulación de la severidad de la respuesta alérgica a través de su
unión a éstos. Existen evidencias de que ambas proteínas son capaces de unirse al
alérgeno de los ácaros del polvo Der p 1, entorpeciendo su paso a través de la barrera
epitelial [181]. Además, la SP‐D también es capaz de unir y agregar granos polínicos,
inhibiendo la desgranulación de mastocitos e impidiendo así la liberación de IgE [182,
183]. Por otro lado, la SP‐D es de todas las proteínas que componen el surfactante la que
tiene una capacidad inmunomodulatoria mayor, ya que, además de unir alérgenos,
interacciona con células del sistema inmunitario, concretamente con macrófagos, lo que
aumenta la liberación de las citoquinas IL‐10 e IL‐12, con DCs y linfocitos T,
disminuyendo su activación y maduración, y con células efectoras, inhibiendo así la
liberación de histamina en el caso de mastocitos y basófilos, y la quimiotaxis y
desgranulación por la vía CD32 en el caso de los eosinófilos.
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han utilizado diferentes
herramientas proteómicas aplicadas al estudio de proteínas alergénicas, lo que ha
permitido la identificación y caracterización estructural e inmunológica de nuevos
alérgenos pertenecientes a fuentes biológicas relevantes desde el punto de vista clínico
en la cuenca mediterránea. Además, se ha obtenido la secuencia completa de
aminoácidos del alérgeno del polen de olivo Ole e 7, principal responsable de la alergia
en Andalucía y el cual se ha relacionado con una sintomatología grave, que incluye
shock anafiláctico. Ello ha hecho posible su producción como alérgeno recombinante



















                         
                         
                               
                     
           
                         
      
 
             
             
                      
                                                 
             
 
                          
                     
                           
                     
                       
                       
                         
                       
                 
                   
                   
              
 
                        
                     
                     
 
             
             
                
           
      
             
   
       
       
           
          
       
             
           
              
           
            
            
             
            
         
          
          
       
            
           




El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha consistido en la identificación y
caracterización de alérgenos del polen de dos especies vegetales de relevancia clínica en
la cuencamediterránea, el olivo (Olea europaea) y la salsola o cardo ruso (Salsola kali). Para
ello, además de técnicas bioquímicas, inmunológicas, biofísicas y de ingeniería genética,
se han utilizado diferentes aproximaciones proteómicas.
Para su abordaje, se han planteado una serie de objetivos específicos que se
desglosan a continuación.
BLOQUE I: IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS
ALERGÉNICAS IMPLICADAS EN PROCESOS DE REACTIVIDAD CRUZADA.
 Capítulo I. Identificación de nuevos alérgenos de relevancia clínica del polen
de salsola y olivo implicados en procesos de reactividad cruzada:
Sal k 6 y Ole e 14.
‐ El polen de S. kali es una fuente alergénica emergente en múltiples regiones,
debido al aumento progresivo de la desertificación y salinización del suelo,
que afecta cada vez a más individuos. Hasta la fecha, se han descrito varios
alérgenos en este polen, sin embargo, mediante 2DE e inmunotinción en
membrana con las IgEs del suero de pacientes alérgicos se visualizan spots
que no se corresponden con los parámetros moleculares de ninguno de ellos.
En este contexto, el estudio presentado se ha centrado en: i) obtener mediante
MS la secuencia peptídica parcial de al menos una de estas proteínas
alergénicas identificada como una enzima poligalacturonasa, ii) producir la
forma recombinante de la proteína, y iii) determinar sus características
estructurales e inmunológicas utilizando sueros de pacientes alérgicos y un
anticuerpo generado específicamente frente al alérgeno recombinante.
‐ El segundo estudio del bloque se centró en la búsqueda de posibles
poligalacturonasas alergénicas en el polen de olivo dada su relevancia clínica




                           
                     
                 
                     
               
 
                 
                     
 
                      
           
 
                                  
                             
                         
                             
                           
                   
                   
                     
                       
                   
                           
                   
                     
                     
                         
                   
                   
 
              
           
         
           
        
         
           
 
           
      
                 
               
             
               
              
          
          
           
            
          
              
          
           
           
             
          




la presencia en el polen de olivo de poligalacturonasas homólogas a Sal k 6,
ii) obtener mediante técnicas de biología molecular su secuencia completa de
aminoácidos, iii) producir una forma recombinante de la poligalacturonasa
del polen de olivo, iv) caracterizarla estructural e inmunológicamente, y v)
evaluar su papel en procesos de reactividad cruzada.
BLOQUE II: DETERMINACIÓNDE LASECUENCIACOMPLETADELALÉRGENO
DEL POLEN DE OLIVO Ole e 7. ÁNALISIS ESTRUCTURAL, INMUNOLÓGICO Y
FUNCIONAL.
 Capítulo II. Obtención de la secuencia completa de aminoácidos y producción
recombinante del alérgeno Ole e 7.
‐ El alérgeno del polen de olivo Ole e 7, se identificó y aisló de dicho polen en
la década de los 90, lo que permitió comprobar que se trataba de un alérgeno
principal en regiones con elevada presencia de polen de olivo en el ambiente,
como ocurre en el sur de la Península Ibérica donde el olivo es el principal
cultivo. Además, Ole e 7 es un alérgeno de gran relevancia clínica ya que
puede provocar la aparición de síntomas severos, entre ellos shock
anafiláctico. Su identificación como nsLTP fue posible por la determinación
de la secuencia N‐terminal de la proteína (UniProt: P81430‐1), aunque con
ninguna de las estrategias empleadas fue posible la obtención de la secuencia
completa del alérgeno, siendo inviable la producción recombinante de éste.
En este contexto, y con el fin de obtener una isoforma recombinante de la
proteína que permitiera su análisis en profundidad, se plantearon los
siguientes objetivos: i) utilizar un nuevo abordaje proteómico mediante MS y
secuenciación de novo que permitiese la obtención completa de la secuencia
de aminoácidos de Ole e 7, ii) producir el alérgeno recombinante en la
levadura Pichia pastoris, y iii) caracterizar estructural e inmunológicamente el








                          
                           
 
 
                        
                     
                       
                         
                       
                       
                     
                   
                 
                       
                      
 
 
                    
                                   
       
 
                            
                               
                           
                         
                       
               
                           
                           
 
             
   
             
              
 
            
           
            
             
            
            
           
          
         
            
           
          
                  
    
              
                
              
             
            
        
              




polen de olivo, que es altamente polimórfico y está compuesto de un gran
número de isoformas.
 Capítulo III. Estudio de la influencia de los lípidos en la capacidad alergénica
de Ole e 7: interacción con fosfolípidos y ácidos grasos, y papel a nivel
interfacial.
‐ Las nsLTPs son proteínas que interaccionan con lípidos. De hecho, la manera
en que esta interacción modifica tanto la estructura como la capacidad
alergénica de algunas de estas proteínas es motivo de discusión. Al obtener
la secuencia completa del alérgeno Ole e 7 y su producción recombinante, en
este trabajo se ha pretendido dilucidar su capacidad de unión a ligandos
lipídicos, así como la función que desempeña a nivel de epitelio pulmonar.
Para ello, se plantearon los siguientes objetivos: i) identificar los posibles
ligandos naturales del alérgeno, ii) evaluar los cambios estructurales e
inmunológicos en éste consecuencia de la interacción con potenciales
ligandos lipídicos y iii) analizar mediante técnicas biofísicas su papel a nivel
de epitelio pulmonar a través del estudio de su capacidad interfacial.
 Capítulo IV. Análisis de procesos de reactividad cruzada polen‐alimento a
través de nsLTPs: Ole e 7 y Pru p 3 comomodelo de estudio en regiones de alta
presión polínica por olivo.
‐ En regiones con una elevada presencia de polen de olivo se han descrito casos
de pacientes co‐sensibilizados a Ole e 7, la nsLTP del polen de olivo, y a Pru
p 3, la nsLTP de melocotón. Hasta la fecha, han existido más evidencias en
contra que a favor de la posible reactividad cruzada entre estas nsLTPs. Sin
embargo, pocos estudios se han centrado en la búsqueda de los posibles
mecanismos moleculares subyacentes a dicha co‐sensibilización. El objetivo
de este bloque ha sido, por tanto, evaluar la existencia o no de reactividad




                         
                       





             
            
         




observado en pacientes de aquellas regiones con alta carga de polen de olivo,
además de plantear un nuevométodo para la identificación de los potenciales























       
                           
         
                     
                           
          
             
         
            
       
               
                       
                       
     
         
                            
                            
         
 
     
                                
       
                            
 
                          
               
                
 
             
                          
     





    
              
     
           
              
     
       
     
      
    
        
            





   
     
              
              
     
   
                
    
              
 
             
        
        
       
             
   






Soluciones de uso general
Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 0.8% (p/v), KCl 0.02% (p/v), KH2PO4 0.02% (p/v) y
Na2HPO4∙12H2O 0.3% (p/v), pH 7.3.
Tampón bicarbonato amónico (BA): NH4HCO3 20 ó 50 mM, pH 8.
Tampón monocapas: Tris‐HCl 5 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl al 0.15 M, en H2O
bidestilada en presencia de permanganato.
Tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7.5.
Tris‐HCl 10 mM, pH 8.5.
Albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma‐Aldrich).
Brilliant Black BN (BB) [4‐acetamido‐5‐hydroxy‐6‐[7‐sulfonato‐4‐(4‐
sulfonatophenylazo)‐1‐naphtylazo](Sigma): agente absorbente de luz utilizado en la
evaluación de la capacidad de adsorción del alérgeno en la interfase aire‐líquido.
Esferas magnéticas Halo Tag 50−80  μm Ø (MBs Magne® Halo Tag® beads, Promega
Biotech Ibérica, Madrid).
Soluciones para geles de agarosa:
 TAE: Tris‐base 40 mM, ácido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8.5.
 Tampón de aplicación: glicerol 30% (v/v), azul de xilencianol 0.25% (p/v) con o sin
azul de Bromofenol 0.25% (p/v).
Soluciones para PAGE‐SDS:
 Tampón de aplicación: glicerol 10% (v/v), SDS 3% (p/v), Tris‐base 1 M pH 6.8 y azul
de Bromofenol 0.2% (p/v).
 Tampón de desarrollo: Tris‐base 25 mM pH 8.4, glicocola 0.14% (p/v) y SDS 0.1%
(p/v).
 Tampón de tinción: Azul de Coomassie: Brilliant Blue R250 al 0.25% (p/v), metanol
al 45% y ácido acético glacial al 9%.
 Solución de desteñido: Ácido acético glacial 7.5% (v/v).
Soluciones para inmunodetección en membrana de nitrocelulosa:
 Tampón de transferencia: Tris‐base 48 mM, SDS 0.0375% (p/v), glicocola 39 mM y
metanol 20% (v/v).






                  
 
         
                          
                                
       
                            
           
 
     
                            
   
                  
 
                         
   
                          
                   
                                
         
                          
         
                                
   
 
                 
                        
                            
 
             
                    
                   
                  






         
     
             
                
    
              
      
   
              
  
         
             
  
             
          
                
     
             
     
               
  
         
            
              
       
          
          
         





 Solución de lavado: Tween‐20 0.1% (v/v) en PBS 1x.
Soluciones para electroforesis bidimensional (2DE):
 Solución de rehidratación: urea 8 M, CHAPS 2% (v/v) y DTT 0.08% (p/v).
 Tampón de equilibrado I: urea 6 M, Tris‐base 0.375 M, pH 8.8, SDS 2%, DTT 2%
(p/v) y glicerol 20%.
 Tampón de equilibrado II: urea 6 M, Tris‐base 0.375 M, pH 8.8, SDS 2%,
yodoacetamida 2.5% (p/v) y glicerol 20%.
Soluciones para ELISA:
 Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo 3% (p/v) y Tween‐20 0.1% (v/v) en
PBS 1x.
 Solución de lavado: Tween‐20 0.5% (v/v) en PBS 1x.
Soluciones para la producción y purificación de la poligalacturonasa de polen de salsola
y olivo:
 Tampón de solubilización: Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM, cloruro
de guanidinio 6 M y 2‐ME 1 mM, pH 8.0.
 Tampón de lavado: Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM, urea 6 M y 2‐
ME 1 mM, pH 8.0.
 Tampón de renaturalización: Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y 2‐
ME 1 mM, pH 8.0.
 Tampón de elución: Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 0.5 M y 2‐ME 1 mM,
pH 8.0.
Soluciones para el análisis mediante esferas magnéticas Halo Tag:
 Solución de lavado: Tween‐20 0.5% (v/v) y Triton 0.05% en PBS 1x.
 Solución de bloqueo: BSA 1%, Tween‐20 0.5% (v/v) y Triton 0.05% en PBS 1x.
Soluciones para el análisis mediante microarrays NAPPA:
 Tampón de impresión: 2mM Bis (sulfosuccinimidil) suberato (BS3) (Pierce), 3.6
mg/mL BSA en H2O libre de RNasa (Thermo Fisher Scientific).
 Solución de lavado: Tween‐20 0.2% (v/v) en PBS 1x.








              
                     
                         
                   
                             
                     
        
 
        
                   
                     
                   
                         
    
 
                     
                      
                     
                       
                         
                         
                   
 
                     
                  





                          
                       
                       
                       
                                 
                     
                         




	   
       
          
             
          
               
           
    
    
          
           
          
             
  
	           
 
 
         
           
            
             
             
          
	           
         
          
  
	              
            
            
            
                 
           
             






‐ DH5αFʹ  [F´  φ80lacZΔM15  Δ (lacZYA‐argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk‐,
mk+) phoA supE44 λ‐ thi‐1 gyrA96 relA1] (Invitrogen): esta cepa de células
competentes se utilizó para la obtención a gran escala de los plásmidos que
contenían el cDNA que codificaba las proteínas recombinantes. Estas células
se caracterizan por tener el pili para la conjugación y una mutación en el gen
endA que elimina la actividad inespecífica endonucleasa tipo I, favoreciendo la
amplificación de los plásmidos.
‐ TOP10 [F‐ mcrA  Δ (mrr‐hsdRMS‐mcrBC)  φ80lacZΔM15  ΔlacΧ74 recA1
araD139 Δ (ara‐leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG λ‐] (Invitrogen):
se caracterizan por tener una alta tasa de transformación con DNA
superenrollado. Se utilizaron para la obtención de colonias recombinantes con
los fragmentos de DNA de los diferentes péptidos de fusión de los alérgenos
de estudio.
 Cepa de Escherichia coli utilizada para la expresión de proteínas:
‐ One Shot® BL21 (DE3) [F‐ ompT hsdSB (rBmB‐) gal dcm (DE3)] (Invitrogen):
estas células son compatibles con sistemas de expresión basados en el
promotor Φ10 del bacteriófago T7 (por ejemplo, pET) ya que contienen en su
cromosoma el lisógeno DE3 lambda del genoma del fago T7, que codifica para
la T7 RNA polimerasa. Además, son deficientes en las proteasas Lon y Omp,
lo que reduce la degradación de la proteína recombinante producida.
 Cepa de Pichia pastoris utilizada para la expresión de proteínas:
‐ KM71H [aox1::ARG4, arg4] (Invitrogen): estas células son compatibles con
sistemas de expresión basados en el promotor del gen AOX1.
Vectores plasmídicos
 pCR2.1: plásmido de 3.9 kb que contiene un gen de resistencia a Kanamicina
(Kan), lo que facilita la posterior selección de colonias transformadas. Este vector
está linearizado y posee en el extremo 3’ un residuo de deoxitimidina
complementario al residuo de adenosina extra que la Taq polimerasa inserta en
el extremo 3’ del producto de la PCR, lo que origina la fusión entre éste y el
vector. Para conseguir la reacción anteriormente explicada, se siguió el protocolo
del TOPO TA cloning kit (Invitrogen). Este vector se ha utilizado para la





                       
                                                                                             
 
                               
                       
                         
                           
                   
 
                          
                   
                             
                         
                         
                         
   
 
                        
                     
                       
                           
          
 
                        
                   
                       





                                   
       
 
        
          
          
      
      
      
      
        
  
 
            
    
	                
            
             
              
          
	              
          
               
             
             
             
  
	             
           
            
              
     
	             
          
            
             
   
  
                  
    
   
 
    
 














MATERIALES Y MÉTODOS 
usando los kits Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) y SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech), respectivamente.
• pET41b: plásmido de 5.9 kb que contiene un gen de resistencia a Kan, que facilita
la selección de colonias transformadas exitosamente. El cDNA se clonó en fase
con el promotor específico de la polimerasa del bacteriófago T7, que se encuentra
bajo el control del operador lac. Así, la transcripción del gen que contiene el
plásmido queda inhibida, salvo que se añada lactosa o IPTG.
 pPICZαA: plásmido de 3.5 kb que permite la expresión de proteínas bajo el
control del promotor AOX1, inducible mediante metanol. El plásmido contiene
el gen de resistencia a zeocina (Zeo), lo que hace posible la selección de células
de P. pastoris tras su recombinación en el genoma. Además, posee una secuencia
señal que consiste en el prepropéptido de secreción del factor α que hace posible
la secreción de la proteína expresada al medio extracelular, lo que facilita su
posterior purificación.
 pDONR™ 221 (Invitrogen): vector que contiene sitios attP. Sirve para clonar los
subproductos de PCR flanqueados por secuencias attB, lo que permite generar
clones de entrada. La reacción BP Clonasa permite la inserción del subproducto
de PCR flanqueado con la secuencia attB en el vector por recombinación con los
sitios attP que tiene éste.
 pDEST pANT7‐cHalo: vector de expresión que contiene sitios attR y que permite
la recombinación con clones de entrada flanqueados por secuencias attL
mediante reacciones LR Clonasa. Contiene la secuencia del Halo Tag en el
extremo C‐terminal, que permite el anclaje covalente de la proteína a un soporte
funcionalizado con cloroalcanos.
Enzimas comerciales
Para cada una de las enzimas de restricción se indica con una flecha el sitio de corte en
la secuencia de nucleótidos:
 T4 DNA Ligasa (Fermentas).
 Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech).
 TaKaRa Taq DNA polimerasa (Clontech).
 NdeI (Roche): CA↓TATG.
 XhoI (Roche): C↓TCGAG.
 SacII (Roche): GAGCT↓C.
 Topoisomerasa I (Invitrogen).









                             
                                 
                       
                       
 
 
                       
                    
                         
 
                      
                         
                                 
                              
                                 
   
                                
                            
  
                       
                      
                 
                     
                             
                               
                           
                   
                   
 
                       
                              
                             
 
                            
                   
  
 
    
   
               
                 
            
            
 
           
          
             
 
           
             
                 
               
                 
  
                
              
           
           
         
           
               
                
              
          
          
           
               
               
 
              




 BP Clonasa mix (Invitrogen).
Medios de cultivo
Todos los medios se utilizaron tras su esterilización en autoclave durante 20 min a 120ºC
o mediante el uso de filtros de 0.22  μm, en caso de que la solución no pudiese ser
autoclavada. Tras la esterilización, se añadió el antibiótico correspondiente al cultivo a
una concentración final de 30 o 100  μg/mL para Kan y Ampicilina (Amp),
respectivamente.
 Medios de cultivo de E. coli para la obtención de DNA:
‐ Medio Ψ‐Broth: utilizado durante el proceso de transformación de las células
DH5αFʹ. Contiene triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, MgSO4, KCl 7.5
g/L.
‐ Medio SOC: utilizado durante el proceso de transformación de las células
DH5αF. Contiene 20 g/L de bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura, NaCl
10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 20 mM, pH 7.0.
‐ TFB1: acetato potásico 30 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 mM, RbCl 100 mM y
15% glicerol (v/v). El pH se ajustó a 5.8 con ácido acético 1 M y se esterilizó
mediante filtración.
‐ TFB2: MOPS 100 mM, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM y glicerol 15% (v/v). El pH
del medio se ajustó a 6.5 con KOH 1M y se esterilizó mediante filtración.
 Medios de cultivo de E. coli para la expresión de proteína:
‐ Medio complejo de Luria‐Bertani (LB): utilizado para la obtención de masa
celular bacteriana para el aislamiento de plásmidos, crecimiento de
preinóculos de cultivo o expresión de proteína recombinante a gran escala.
Contiene 10 g/L de bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de
NaCl. El medio se ajustó a un pH de 7.0 con HCl. Para el crecimiento de
bacterias en placas de cultivo, se añadieron 15 g/L de agar previo a la
esterilización del medio en un autoclave. La selección de colonias
transformantes se llevó a cabo añadiendo Kan (30 μg/mL) al medio.
 Medios de cultivo de P. pastoris para la expresión de proteína:
‐ YPD‐Zeo 100: 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de extracto de peptona, 20
g/L de D‐Glucosa, 15 g/L de agar. Tras la esterilización del medio, se añade Zeo
(100 μg/mL).
‐ Medio de crecimiento (BMG): 100 mL fosfato potásico 0.1 M pH 6.0, 100 mL





                              




         
  
                     
               
                     
                   
                   
                        
 
  
                   
                   
                   
                 




                              
                         
                         
                 
 
                            





                       
                             







               
         
     
	  
           
        
           
          
          
            
	  
          
          
          
         
      
  
	                
             
             
         
	               
              
 
            
               
            
 
	   




‐ Medio de inducción (BMM): 100mL fosfato potásico 0.1M pH 6.0, 100mL YNB
10x, 2 mL biotina 500x, 100 mL metanol 10x.
Material biológico (pólenes y alimentos)
 Pólenes:
Los pólenes de olivo (Olea europaea), fresno (Fraxinus excelsior), lila común
(Syringa vulgaris), abedul (Betula verrucosa), quenopodio (Chenopodium album),
ballico (Lolium perenne), salsola (Salsola kali), ciprés (Cupressus arizonica) y plátano
de sombra (Platanus x acerifolia), fueron suministrados por las compañías ALK‐
Abelló (Madrid, España) y Allergon (Ängelholm, Suecia). Los extractos proteicos
de los pólenes se obtuvieron acorde a lo descrito anteriormente [40, 184].
 Alimentos:
Se utilizaron los siguientes frutos secos: avellana (Corylus avellana), pistacho
(Pistacia vera), almendra (Prunus dulcis), cacahuete (Arachis hypogaea), y frutos
comomelocotón (Prunus persica), pera (Pyrus communis), kiwi (Actinidia deliciosa),
melón (Cucumis melo), tomate (Solanum lycopersicum) y manzana (Malus
domestica), según se describió previamente [185].
Proteínas puras
 Ole e 7: el alérgeno natural fue obtenido según el protocolo descrito por Tejera y
col [40]. La obtención de la isoforma recombinante del alérgeno formó parte de
los objetivos de esta Tesis Doctoral, llevando a cabo un abordaje proteómico para
la obtención de la secuencia completa de la proteína.
 Pru p 3: obtenido según el protocolo descrito por Díaz‐Perales y col [186]. La
proteína fue producida y cedida por el laboratorio de la Dra. Araceli Díaz Perales.
Lípidos
Se utilizaron tanto fosfolípidos como ácidos grasos saturados e insaturados, los cuales
se obtuvieron de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, EE. UU.) y Sigma Aldrich (St Louis,












          
    
    
        





                   
                  
 
            
                         




                           
                         
                         
 
            
                        
         
                        
                         
 
                      
              
                        

















   
 





          
         
	       
             
          
 
 
              
             
             
      
            
     
            
             
 
           
       
            








 Esfingomielina (SM, cerebro de cerdo).
 1‐hexanodecanoil‐2‐(9Z‐octadecenoil)‐sn‐glicero‐3‐fosfocolina (POPC).
 5‐colesten‐3β‐ol (Chol).
 Ácido palmítico (16:0) (PAL).




fosfolípido marcado con una sonda fluorescente utilizado para monitorizar la
capacidad de adsorción del alérgeno en la interfase aire‐líquido.
 1,8‐ANS [1‐Anilinonaphthalene‐8‐Sulfonic Acid] (Thermo Fisher Scientific):
sonda no fluorescente en solución acuosa que, al unirse amembranas o cavidades
hidrofóbicas, pasa a emitir fluorescencia. Utilizada en ensayos de interacción
proteína‐lípido.
Sueros
Se han utilizado sueros de donantes anónimos alérgicos a pólenes (olivo y salsola) y
sueros de pacientes alérgicos a frutas (melocotón). La procedencia de los sueros de
pacientes utilizados a lo largo de esta Tesis Doctoral se detalla a continuación:
 Sueros de pacientes alérgicos a olivo:
‐ Pacientes de la Unidad deAlergia del Hospital Ciudad de Jaén. Diagnosticados
por el Dr. Joaquín Quiralte.
‐ Pacientes de la Unidad de Inmunología y Alergología del Hospital Reina Sofia
de Córdoba. Diagnosticados por la Dra. Aurora Jurado Roger y la Dra. Carmen
Moreno.
‐ Pacientes de la Unidad de Alergología del Hospital Universitario Regional de
Málaga. Diagnosticados por el Dr. Miguel Blanca.
‐ Pacientes de la Sección de Alergología del Hospital General de Ciudad Real.





                  
       
 
            
                  
       
                        
 
                  
       
                        
             
 
            
                        
                         
 
 
                     
                             
                             
               
                           
   
                       
                         
                         
     
                       
                         





                              
                   
     
                              




         
    
      
         
    
            
 
         
    
            
       
	       
            
             
 
           
               
               
        
              
  
            
             
             
   
            
             
        
   
	                
          
   
	                
          




‐ Pacientes del Hospital General Universitario de Alicante. Diagnosticados por
el Dr. Javier Fernández.
 Sueros de pacientes alérgicos a salsola:
‐ Pacientes del Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa. Diagnosticados por
el Dr. Carlos Colás.
‐ Pacientes del Hospital Virgen de la Arrixaca. Diagnosticados por el Dr. Javier
García‐Sellés.
‐ Pacientes del Hospital General Universitario de Alicante. Diagnosticados por
el Dr. Javier Fernández.
‐ Pacientes de la Sección de Alergología del Hospital General de Ciudad Real.
Diagnosticados por el Dr. Francisco Feo Brito.
 Sueros de pacientes alérgicos a melocotón:
‐ Pacientes de la Unidad de Inmunología y Alergología del Hospital Reina Sofía
de Córdoba. Diagnosticados por la Dra. Aurora Jurado Roger y la Dra. Carmen
Moreno.
La sensibilización de los pacientes se determinó mediante test cutáneo (Prick‐test),
considerando como positiva la reacción cuando el diámetro de la pápula era ≥ 3 mm. Por
otro lado, se determinó la IgE específica de cada paciente hacia el alérgeno de estudio
correspondiente mediante ImmunoCAP y/o ELISA, considerándose alérgicos aquellos
pacientes cuya IgE específica fuera  ≥ 0.35 kU/L o 0.1 unidades de absorbancia a una
DO492nm, respectivamente.
Como controles no atópicos se utilizaron sueros de donantes anónimos que presentaban
reacción negativa a las pruebas cutáneas realizadas con la batería de alérgenos usados
en clínica o sueros no atópicos frente al alérgeno estudiado, previa confirmación por
ImmunoCAP y ELISA.
Las muestras de suero se obtuvieron según protocolos estandarizados, previa firma del
consentimiento informado por parte de los pacientes y cumpliendo las normas éticas de
todas las instituciones que participaban en el estudio.
Anticuerpos y antisueros
 Antisuero policlonal de ratón frente a Sal k 6, la PG recombinante de salsola. Se
obtuvo mediante inyecciones semanales de 1  μg de proteína en adyuvante
completo de Freud.
 Antisuero policlonal de ratón frente a Ole e 14, la PG recombinante de olivo. Se






                              
                   
    
                              
                    
              
                    
     
                    
    
                      
     
                      
     
                        
         
              
 
   
            
 
   
                      
                           
     
          
                        
       
          
          
              
 
    
      
               
               






	                
          
 
	                
          
       
          
   




           
   
           
   
            
     
       
  
	       
	  
           
              
   
     
            
    
     
     
       
	  
   
        
        




 Antisuero policlonal de conejo frente a la LTP natural de olivo, Ole e 7 [133],
obtenido mediante colaboración con el Dr. Carlos Pastor (Fundación Jiménez
Díaz).
 Antisuero policlonal de conejo frente a la LTP natural demelocotón, Pru p 3 [186],
cedido por la Dra. Araceli Díaz‐Perales (Universidad Politécnica de Madrid).
 Anticuerpo monoclonal de ratón anti‐IgE humana (ALK‐Abelló).
 Anticuerpo monoclonal de ratón anti‐IgE humana con peroxidasa de rábano
conjugada (Southern Biotech).
 Anticuerpo monoclonal de ratón anti‐IgE humana Alexa Fluor® 647 (AF647)
(Southern Biotech).
 Antisuero policlonal de cabra anti‐IgG de conejo con peroxidasa de rábano
conjugada (GAR) (Bio‐Rad).
 Antisuero policlonal de cabra anti‐IgG de ratón con peroxidasa de rábano
conjugada (GAM) (Pierce).
 Antisuero monoclonal de ratón dirigido frente al Tag de 6 histidinas conjugado
con peroxidasa de rábano (Sigma‐Aldrich).
 Anticuerpo monoclonal de ratón anti‐Halo Tag (Promega).
Ensayos celulares
 Test de activación de basófilos (TAB):
‐ Tampones:
 Estimulación (ROVI,Madrid, España): HEPES 1M,NaCl al 0.78% (p/v),
KCl al 0.037% (p/v), CaCl2 al 0.078% (p/v), MgCl2 al 0.033% (p/v) y BSA
al 0.1% (p/v)].
 Estimulación (BD Biosciences, CA, USA).
 Lavado (ROVI, Madrid, España): HEPES 20 mM, NaCl 133 mM, KCl 5
mM, EDTA 0.27 mM.
 Lavado (BD Biosciences, CA, USA).
 Lisado (BD Biosciences, CA, USA).
 Lectura “FACS FLOW” (BD Biosciences, CA, USA).
‐ Compuestos:
 N‐Formylmethionine‐leucyl‐phenylalanine (fMLP): tripéptido N‐
formilado que actúa como factor quimiotáctico de leucocitos
polimorfonucleares, entre ellos basófilos. Se utiliza como control







                   
    
            
                 
      
                  
            
              
               
            
               
        
          
               
              
 
                  
 
    
                      
           
                        
                 
        
               
  
 
	   
         
  
      
         
   
         
      
       
        
      
        
    
     
        
       
	          
	  
           
      
            
         
    





 IL‐3 humana recombinante (R&D Systems): promueve el desarrollo de
los basófilos.
 Anti‐CCR3‐APC (Bio‐Legend): anticuerpo monoclonal conjugado con
aloficocianina (APC), que reconoce al receptor de quimiocinas CCR3,
presente en basófilos.
 Anti‐IgE humana (BD Biosciences): anticuerpo que reacciona de forma
específica frente a la IgE humana.
 Anti‐IgE‐PE (BD Biosciences): anticuerpo monoclonal conjugado con
Ficoeritrina (FE), que reconoce a la IgE humana.
 Anti‐CD203c‐PE (Bio‐Legend): anticuerpo monoclonal conjugado con
FE, que reconoce específicamente la proteína transmembrana CD203c
muy expresada en basófilos.
 Anti‐CD63‐FITC (Bio‐Legend) (BD Biosciences): anticuerpo
monoclonal conjugado con el fluorocromo fluoresceína, que reconoce
la glicoproteína gp53 expresada en basófilos activados.
‐ Modelo de liberación de mediadores mediante células RBL‐2H3 humanizadas:
‐ Soluciones:
 Medio Esencial Mínimo (MEM): 5% suero fetal bovino (FBS) con 100
UI/mL de penicillina y 100 μg/mL estreptomicina.
 Tampón de Tyrode: 40 mg/mL NaCl, 1 mg/mL KCl, 0.5 mg/mL MgCl2,
2 mg/mL CaCl2, 0.32 mg/mL Na2HPO4, 12 mg/mL HEPES.
 Solución sustrato: 3.5 mg/mL p‐nitrofenil‐N‐acetil‐β‐D‐







                         
                           
                    
 
                
                         
                             
                       
                     
                   
                         
                       
                        
 
           
                           
                         
                     
                     
                     
                               
                         
                         
                               
                             





             
              
          
        
             
               
            
           
          
             
            
            
     
              
             
           
           
           
                
             
             
                
               






La determinación de la masa molecular y la obtención de la secuencia completa
de péptidos por secuenciación de novo, se realizó en colaboración con el Servicio de
Proteómica y Genómica del Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid, España).
 Análisis MS/MS en el Autoflex III MALDI‐TOF‐TOF (Bruker):
Para la determinación de la masa molecular de los alérgenos, las muestras se
liofilizaron y resuspendieron en BA 20 mM para su posterior análisis en un Autoflex III
MALDI‐TOF‐TOF (Bruker). Las muestras obtenidas a partir de 2DE, se mezclaron con
una disolución de ácido‐α‐ciano‐4‐hidroxicinámico (Bruker Daltonics) en ACN 30% y se
analizaron en un espectrómetro de masas Autoflex III MALDI‐TOF‐TOF (Bruker
Daltonics). Para la calibración del sistema se utilizó una mezcla de proteínas estándar
denominada “Protein Calibration Standard I” (Bruker), que cubre el rango de masas
moleculares de 1000 a 5000 Da ó de 5000 y 20000 Da.
 Análisis LC‐MS/MS en el Q‐exactive:
Las fracciones del extracto de S. kali enriquecidas en Sal k 6, se separaron
mediante cromatografía de exclusión con una columna Superdex G75 y se analizaron en
el espectrómetro de masas Q‐Exactive (Thermo Fisher Scientific) (Figura 13A). Dichas
fracciones enriquecidas se visualizaron por PAGE‐SDS y tinción con Coomassie coloidal,
para posteriormente ser digeridas con tripsina de acuerdo a protocolos establecidos [187‐
189]. La separación de los péptidos se llevó a cabo en un Easy‐nLC 1000 nano (Thermo
Fisher Scientific). En cada análisis, se aplicaron 4  μL de cada muestra en una pre‐
columna Acclaim PepMap 100 (Thermo Fisher Scientific) y se eluyeron en una columna
RSLC PepMap C18 de 15 cm de longitud, 75  μm de diámetro y 2  μm de tamaño de
partícula (Thermo Fisher Scientific). La velocidad de flujo de la fase móvil fue de 300





                             
                                 
                         
                   
                             
                  
                         
                         
                                 
               
 
             
                                 
                             
                       
       
                       
                                 
                           
                               
                                   
                                 
                     
                       
                           
                     
                         
                       
                           
                             
                             
  
 
               
                 
             
          
               
 
        
             
             
                 
        
      
                 
               
            
    
            
                 
              
                
                  
                 
           
             
              
           
             
            
              
               
               

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
utilizó un gradiente de 0‐35% de tampón B durante 90 min, 35‐100% de tampón B
durante 4 min y 100% de tampón B durante 8 min. Para la ionización se utilizaron 1.800
V de voltaje y 270°C de temperatura del capilar. Los espectros de masas
correspondientes al cromatograma completo tenían una relación masa/carga (m/z) de
400‐1500 y una resolución de 70.000 (m/z 200), fijándose un valor de ganancia (AGC) de
3x106 y tiempos de inyección máximos de 100 ms.
A cada tiempo, se seleccionaron los 15 iones precursores más intensos para su
fragmentación con una energía de colisión normalizada de 27. Se desecharon los iones
con carga única o sin asignación de carga. La ventana de exclusión dinámica se fijó en 20
s para discriminar frente a iones previamente seleccionados.
 Análisis LC‐MS/MS en el LTQ‐Orbitrap Velos:
Para la secuenciación de novo de la proteína natural Ole e 7, se llevó a cabo una
2DE con el objetivo de separar las proteínas (spots) de interés, las cuales se analizaron,
tras digestión tríptica, por espectrometría de masas en un LTQ‐Orbitrap Velos (Thermo
Fisher Scientific) (Figura 13B).
Los péptidos se pasaron por una columna C18‐A1 ASY (Thermo Fisher Scientific)
y se eluyeron en una columna C18 Biosphere (15 cm de longitud, 75 μm de diámetro y 3
μmde tamaño de partícula) (Millipore). Las muestras se reconstituyeron en 5μL de ACN
2%/ FA 0.1% antes de su análisis por LC‐MS/MS. Tras ello, se separaron en un gradiente
de 180 min de 0‐35% de tampón B en tampón A (tampón A: 0.1% de FA/2% de ACN;
tampón B: 0.1% de FA en ACN) con una velocidad de flujo de 250 nL/min en un
nanoEasy HPLC (Proxeon) acoplado a una fuente de ionización por nanoelectrospray
(Proxeon). Los espectros de masas se adquirieron en un espectrómetro de masas LTQ–
Orbitrap Velos trabajando en modo positivo y de forma dependiente como se indica en
la bibliografía [190, 191]. Los espectros de masas correspondientes al cromatograma
completo (m/z 400 ‐ 1200) se obtuvieron con una resolución de 60.000 y se seleccionaron
los 15 iones más intensos para su fragmentación mediante disociación inducida por
colisión (CID) y disociación inducida por alta energía (HCD) en la trampa iónica. Se
desecharon los iones con carga única o sin asignación de carga. La ventana de exclusión





                     
                  
 
 
                               
         
 
 
              
                       
                   
                       
                       
                         
                             
  
 
       
 
   
         
                
     
       
            
          
            
     
 
      
             
               

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
analizaron con el software PEAKS Studio, versión PEAKS® X (Bioinformatics Solutions
Inc.), para la secuenciación de novo de los péptidos.
Figura 13. Esquema de la estructura de los espectrómetros de masas Q‐exactive y LTQ Orbitrap Velos.
Modificado de Thermo Fisher Scientific.
 Análisis de los datos obtenidos por MS:
Los datos obtenidos por MS se analizaron con el programa Proteome Discoverer
(versión 1.4.1.14) (Thermo Fisher Scientific), usando flujos de trabajo establecidos.
Aquellos datos obtenidos mediante doble fragmentación (CID y HCD) se analizaron con
el programa PEAKS Studio, versión PEAKS® X (Bioinformatics Solutions Inc). Las bases
de datos en las que se realizaron las búsquedas fueron Uniprot Viridiplantae, utilizando





                       
                                     
                 
                       
                   
                         
 
 
         
                
                           
                           
                                   
                             
                       
                         
                                     
                                 
                               
                         
                           
 
                    
                               
                             
                         
                               
                           
                           
  
 
            
                   
         
            
          
             
     
        
              
              
                  
               
            
             
                   
                 
                
             
              
          
                
               
             
                
              
              

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
subsp. europaea var. europaea cv. ʹFargaʹ; NCBI Taxonomy ID: 158383) obtenido por Cruz
y col [192]. La tolerancia de la masa del precursor y del fragmento se ajustó a 10 ppm y
0.02 Da, respectivamente, permitiendo 2 digestiones trípticas incompletas, la
carbamidometilación de las cisteínas como modificación fija y la oxidación de la
metionina comomodificación variable. Los péptidos identificados se filtraron utilizando
el algoritmo Percolator con un umbral qmenor o igual a 0.01 [188].
Técnicas de manipulación de DNA
 Geles de agarosa y electroforesis de ácidos nucleicos:
Se utilizó agarosa estándar (Pronadisa) o de bajo punto de fusión (Ecogen), y un
porcentaje diferente en función de la visualización de fragmentos de PCR o DNA con
menos de 1500 pares de bases (1.5 ó 2%), o de plásmidos completos (0.7 ó 1%). Se añadió
el volumen correspondiente de TAE y la mezcla se llevó a ebullición en un horno
microondas, hasta la disolución completa de la agarosa mediante agitación suave. A
continuación, la mezcla se dejó enfriar en el molde correspondiente hasta su gelificación.
El desarrollo de la electroforesis se realizó a 100 V en TAE. En los geles de bajo punto de
fusión la electroforesis se desarrolló a 70 V y a una temperatura de 4ºC. Las muestras se
trataron con tampón de aplicación para DNA antes de su aplicación en el gel. Para la
visualización del DNA se utilizó bromuro de etidio (BrEt), agente intercalante que emite
fluorescencia al unirse al DNA, y se visualizaron con luz ultravioleta a 312 nm.
 Obtención de RNA total de polen y síntesis de cDNA
El mRNA total del polen de S. kali u O. europaea se aisló siguiendo el método
descrito por Ullrich y col [193], con ligeras modificaciones. El polen (1 g) se homogeneizó
con un Polytron (Brinkmann Instruments) en Tris‐HCl 0.1 M, pH 7.5 con isotiocianato
de guanidinio 4 M y 2‐ME 140 mM. A esta mezcla se le añadió el detergente N‐
laurilsarcosinato sódico 0.5% (p/v), se centrifugó a 2500 g durante 20 min y el





                                 
                                 
                               
                                 
                               
                     
                     
         
 
            
                           
                           
                           
                       
                         
                                 
                     
                             
                  
                                 
           
         
           
         
                         
                           
                       
                     
                         
                           
  
 
                 
                 
                
                 
                
           
           
     
      
              
              
              
            
             
                 
           
               
         
                 
      
     
      
     
             
              
            
           
             
              

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
sobrenadante se depositó sobre 3.1 mL de CsCl 5.7 M con EDTA 10 mM y se centrifugó
a 160000 g durante 12 horas a 4ºC en un rotor flotante SW‐60 Ti (Beckman). Se descartó
el sobrenadante y se lavó el sedimento dos veces con etanol al 70% para eliminar restos
de CsCl. La muestra se resuspendió en TE con SDS 0.1% (p/v) y se precipitó con etanol
según el método descrito por Sambrook y col [194]. El RNA obtenido se disolvió en agua
estéril tratada con DEPC. Su concentración se determinó mediante absorbancia usando
un espectrofotómetro Beckman DU‐7 y su integridad se analizó en geles
desnaturalizantes en presencia de formaldehído.
 Amplificación, clonación y secuenciación de DNA:
La transcripción inversa de RNA total purificado del polen de salsola y olivo para
sintetizar y amplificar su cDNA, se llevó a cabo utilizando el SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech). El fundamento de este kit consiste en la síntesis inicial de
una hebra con un oligonucleótido de polidesoxitimidina modificado que aparea con la
cola de poliadenosina del mRNA. Durante la síntesis de cDNA, la transcriptasa reversa
al alcanzar el final del extremo 3’ del molde de mRNA añade de 3 a 5 residuos,
predominando las citosinas. Esto permite que el oligonucleótido SMART, que contiene
una cola de residuos de guanina, hibride con el extremo del cDNA sintetizado, que sirve
como molde para la extensión del cDNA (Figura 14).
La obtención de fragmentos parciales del cDNA de Sal k 6 y Ole e 14 se realizó
mediante PCR, utilizando los oligonucleótidos degenerados 5´‐
AAYACNGAYGGNATGCAYATH‐3´ y 5´‐DATRTGCATNCCRTCNGTRTT‐3´ para la
PG de salsola, y 5´‐ACTCATATGATCCCCCACAATGGTGTCCGT‐3´ y 5´‐
AGAGCGGCCGCCTCGAGTTCACAACCAGGAGGGATAGG‐3´ para la de olivo.
Estos oligonucleótidos se diseñaron a partir de la región NTDGMHI, conservada en la
secuencia de aminoácidos de PGs de diversas fuentes polínicas, incluida Sal k 6, como
observamos mediante proteómica [195]. En estas reacciones de PCR se utilizó el
Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech), que contiene una Taq DNA polimerasa
deficiente en actividad exonucleasa y una pequeña cantidad de PfuDNA polimerasa con





                           
                         
                             
                                               
   
                                       
                   
                         
                         
        
                               
                     
                                 
                             
                         
                         
                             
                         
                                   
                               
                           
                           
                           
                             
                         
                  
                               
                                 
                   
  
 
              
             
               
         
  
     
          
             
            
    
                
           
                 
               
             
             
               
             
                  
                
              
              
              
               
             
         
                
                 
          

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
rendimiento en cuanto al número de copias y por otro se minimizan las posibles
mutaciones introducidas por la PCR en el DNA amplificado. La amplificación del cDNA
completo se llevó a cabo mediante una segunda etapa de PCR usando el cDNA obtenido
a partir de cada polen y los oligonucleótidos específicos
5´‐aatcatATGCAGGGTCCCATTGATATC‐3´, 5´‐ttaCTCGAGTGGGCAGCAGGGGTA
GCAGGT‐3 y 5´‐actCATATGATCCCCCACAATGGTGTCCGT‐3´ y 5´‐AGAGCGGCC
GCCTCGAGttcacaaccaggagggatagg‐3´, para Sal k 6 y Ole e 14, respectivamente,
diseñados a partir de las secuencias parciales previamente obtenidas. En ambos casos las
secuencias contenían los sitios de restricción NdeI y XhoI, los cuales se indican
subrayados en la secuencia.
La secuencia de nucleótidos de Ole e 7 se diseñó a partir de la secuencia de
aminoácidos obtenida mediante secuenciación de novo por espectrometría de masas. La
secuencia de cDNA de Ole e 7 optimizada para su expresión en la levadura P. pastoris se
diseñó a través de la página web IDT DNA Technologies (Coralville, Iowa, EE. UU.) y
se adquirió de la misma compañía. Esta secuencia se amplificó por PCR, utilizando
también el kit Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech). El cDNA amplificado por PCR
se purificó y clonó en el vector pCR2.1. Este plásmido se encuentra linearizado con una
desoxitimidina en el extremo 5’ y la topoisomerasa I del virus Vaccinia covalentemente
unida al vector. Al fragmento de DNA que se desea clonar se le aplicó un ciclo de PCR
durante 10 min a 72ºC en presencia de dATP y con la Taq DNA polimerasa (Clontech),
la cual carece de actividad correctora de errores y añade una desoxiadenosina en el
extremo 3’ del DNA amplificado. Así, la hibridación entre el vector y el DNA
amplificado se produce a través de sus extremos protuberantes. La topoisomerasa I es la
responsable de catalizar dicha ligación y permanece unida al vector a través de un enlace
fosfotirosina que se rompe como consecuencia de la hidrólisis del extremo hidroxilo 5´
del producto de PCR sobre dicho enlace (Figura 14).
La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 6 μL donde se añadieron de
0.5 a 4 μL del producto de PCR, 1 μL de vector pCR2.1 y 1 μL de solución salina, estos





                                   
                             
 
                           
                       
                   
                     
                           
                         
                           
                           
                      
 
            
                                 
                       
                               
                         
                         
  
 
                  
               
              
  
 
         
          
           
              
            
 
              
              
           
      
                 
            
                
             




Figura 14. Esquema de la obtención de cDNA según el método descrito en el (A) SMARTer RACE cDNA
Amplification Kit y (B) el sistema de clonación de este cDNA en el vector pCR2.1.
Tras incubar a temperatura ambiente durante 10 min, se añadió esta mezcla a las
células One Shot® DH5αFʹ, las cuales previamente se habían descongelado para su
transformación. Estas células permiten diferenciar las colonias que han sido
transformadas con la construcción del vector recombinante mediante un sistema de
selección basado en el sustrato X‐gal. El plásmido pCR2.1 contiene un fragmento del gen
de la  β‐galactosidasa que es complementario al que falta en las células One Shot®
DH5αFʹ, de manera que, si la construcción del plásmido es correcta, el inserto inactiva
este fragmento del gen de la enzima y las células no expresan β‐galactosidasa activa, no
hay degradación de X‐gal y las colonias no presentan coloración azul.
 Amplificación y clonación mediante sistema Gateway:
Para el mapeo epitópico de Ole e 7 y Pru p 3, se generaron fragmentos de DNA
que codificaban péptidos de 24 aminoácidos con solapamientos de 12 aminoácidos entre
sí, para su expresión in vitro, fusionados a Halo Tag. Cada uno de estos fragmentos de
DNA se generó mediante PCR, utilizando dos oligonucleótidos (Fw y Rv) con codones





                         
                               
                             
                       
                    
 
                                     
                  
                                 
                        
 
                           
                           
                       
  
 
             
                
               
            
          
                   
         
                 
            
              
              
            

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
con un solapamiento de 20 nucleótidos entre sí que permitió utilizarlos como molde
inicial en la PCR (Tabla 4). Para las reacciones se utilizó el kit TaKaRa Taq™ DNA
Polymerase (Clontech) y se llevaron a cabo en un volumen final de 20  μL donde se
añadieron 4  μL betaína, 2  μL tampón TaKaRa 10x, 1.6  μL dNTP mix, 0.2  μL enzima
TaKaRa, 2.2 μL H2O MilliQ y 5 μL de cada oligo (10 μM).
Tabla 4. Oligonucleótidos Forward (Fw) y Reverse (Rv) utilizados en el mapeo epitópico de Ole e 7 y Pru
p 3, diseñados para cada péptido de ambas proteínas.
En minúscula aparece la secuencia attB necesaria para la clonación por el método Gateway. En la secuencia
de aminoácidos aparece en negrita la secuencia solapante con el péptido anterior.
Tras la generación por PCR de los fragmentos codificantes de cada péptido y su
análisis mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, se procedió a su purificación





                         
                           
                           
                   
                       
                               
                           
                               
                             
                                   
                               
                           
                           
                             
                               
                           
                               
                                   
                             
                             
                               
                         
                               
                       
   
 
                      
                         
                            
  
 
             
              
              
          
            
                
              
                
               
                  
                
              
              
               
              
 
 
              
               
 
   
 
             
               
               
                
             
                
            
  
           
             




cDNA obtenido mediante absorbancia y confirmación en gel de agarosa al 2%, se
procedió al clonaje de los fragmentos mediante el sistema Gateway, evitando así el uso
de enzimas de restricción. Este sistema se basa en el uso de recombinasas provenientes
del bacteriófago  λ que reconocen secuencias específicas de recombinación (sitios att),
consistiendo en dos reacciones consecutivas: la inserción inicial del fragmento de DNA
de interés con sitios attB en un vector donador con sitios attP, generándose un clon de
entrada con sitios attL (reacción catalizada por la BP Clonasa®) y posteriormente, el paso
del fragmento de interés desde el vector de entrada (sitios attL) al vector de destino con
sitios attR (reacción catalizada por la LR Clonasa®) (Figura 15). La selección de los clones
de interés se basa tanto en la selección por antibiótico (resistencia a Kan en el caso de los
vectores donadores, o Amp en el caso de los vectores destino) como en la pérdida del
cassette de muerte celular (ccdB) tras el proceso de recombinación. En este caso, los
fragmentos se introdujeron en el vector donador pDONR221 y en el vector de destino
pANT7‐cHalo, un vector de expresión in vitro en el que los fragmentos quedan en fase
con la proteína Halo Tag en el extremo C‐terminal. Las reacciones BP y LR Clonasa® se
llevaron a cabo simultáneamente en una sola reacción optimizada en la cual se utilizaron
150 ng de pDONR221, 150 ng de pANT7‐cHalo, 100 ng de inserto, 1 μL de LR Clonasa®
y 1 μL de BP Clonasa® en un volumen final de 6 μL en Tris‐HCl pH 8.5. La reacción se
realizó durante toda la noche a 25ºC. Finalmente, la reacción se paró añadiendo 1 μL de
proteinasa K (2 μg/μL) e incubando a 37ºC durante 20 min. Se añadió todo el volumen
de la mezcla a 50 μL de células E. coli TOP10 competentes (no resistentes al cassette de
muerte celular ccdB). La mitad de la transformación se plaqueó sobre LB‐Agar/Kan (30
μg/mL) para obtener células con el vector donador con el inserto; y la otra mitad en LB‐
Agar/Amp (100 μg/mL) para obtener células con el vector de destino pANT7‐cHalo con
el inserto.
 Subclonación del cDNA en el vector de expresión pET41b o pPICZαA:
Los fragmentos de cDNA de cada una de las proteínas se amplificaron utilizando





                             
   
 
                       
                
                         
                             
                             
                     
                           
                                 
                             
             
 
        
                         
                     
                                 
                               
                             
                     
                       
                               
  
 
       
 
       
  
            
       
             
               
              
           
              
                 
               
       
    
             
           
                 
                
               
           
            




Figura 15. Reacciones de recombinación del sistema Gateway® mediadas por las enzimas BP Clonasa™ y
LR Clonasa™.
pCR2.1. En las secuencias de los oligonucleótidos utilizados para la amplificación se
añadieron las secuencias diana NdeI, XhoI o SacII.
Tras obtener el cDNA mediante purificación en geles de agarosa de bajo punto
de fusión, los fragmentos de cDNA y el vector pET41b o pPICZαA se digirieron durante
4 h a 37ºC con las correspondientes enzimas de restricción (NdeI, XhoI o SacII). A
continuación, se purificaron con el Wizard PCR Preps DNA Purification System
(Promega), con el objetivo de eliminar restos de ácidos nucleicos de la digestión y
enzimas de restricción. El cDNA y 20 fmoles de vector, a una proporción 1:2 y 1:4 de
inserto, se incubaron con la ligasa T4 (Fermentas) durante 16 h a 4ºC, utilizando el
producto resultante para transformar las células DH5αF´.
 Purificación de DNA plasmídico:
Para purificar el DNA plasmídico a pequeña escala se utilizó el High Purity
Plasmid Miniprep Kit (Neo Biotech). Brevemente, se crecieron las células DH5αF´
transformadas toda la noche en 4 mL de LB en presencia de Amp (100 μg/mL) o Kan (30
μg/mL) y se centrifugó a 6000 g. El sedimento se resuspendió en 250 μL de solución de
resuspensión y se añadieron 250 μL de solución de lisis, se mezcló por inversión e incubó
durante 5 min, agitando suavemente para clarificar la suspensión celular. A
continuación, se añadieron 350 μL de solución de neutralización, se agitó por inversión





                             
                                 
                        
                         
                             
                               
                       
                               
                             
                         
                         
                               
                               
                             
                             
                           
                             
                               
                       
               
                          
 
            
                         
                             
                                   
                         
                               
                               
  
 
               
                 
            
             
               
                
            
                
               
             
      
 
      
                
                
               
               
              
               
                
            
    
 
   
             
      
             
               
                
 
 
             
                
                

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
DNA plasmídico que queda en el sobrenadante. Éste se aplicó en una columna de sílice
en la cual el DNA queda adsorbido, tras lo cual se lava con solución de lavado para
eliminar contaminantes y, finalmente, el plásmido se eluye con 50 μL de agua.
Para conseguir una mayor cantidad de DNA plasmídico en el caso de los
péptidos utilizados en el mapeo de LTPs se realizó una purificación a media escala. Se
crecieron las células TOP10 transformadas toda la noche en 5 mL de LB en presencia de
Amp (100  μg/mL) y se centrifugaron a 6000 g. A continuación, se añadieron
secuencialmente 8 mL de solución de resuspensión y 8 mL de solución de lisis, y se
incubó a temperatura ambiente durante 5 min. Tras este paso, se añadieron 12 mL de
solución de neutralización y se mezcló la muestra mediante agitación suave. La muestra
clarificada se aplicó en la columna Nucleobond® Xtra, la cual previamente se había
equilibrado con 12 mL de una solución de equilibrado incluida en el kit, y se centrifugó
a 5000 g durante 10 min a temperatura ambiente. Tras varios lavados con la solución de
equilibrado, se eluyó la muestra con 5 mL de solución de elución. La precipitación del
DNA plasmídico se realizó con 3.5 mL isopropanol, tras lo cual se centrifugó la muestra
a 5000 g durante 15 min a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante, el
sedimento se lavó con 2 mL de etanol al 70% y se centrifugó nuevamente. El
sobrenadante se retiró, se dejó secando la muestra para eliminar los restos de etanol y se
resuspendió enH20MilliQ. La concentración deDNAplasmídico se determinómediante
absorbancia utilizando un espectrofotómetro NanoDrop® ND‐1000 (Thermo Fisher
Scientific) y se confirmó mediante su visualización en geles de agarosa al 0.7%.
 Microarrays de proteínas ‐Nucleic Acid Programmable Array (NAPPA)‐
Los microarrays de proteínas NAPPA permiten la síntesis in situ de proteínas a
partir de la impresión de cDNA [149]. Para realizar el mapeo epitópico de las LTPs
indicadas (Ole e 7 y Pru p 3), se imprimió su cDNA (0.5 μg/μL) en presencia de BS3 (2
mM) y BSA (3.6 μg/μL). La impresión se realizó con un sciFLEXARRAYER S1 (Scienion
AG). El cDNA codificante de la proteína completa de Ole e 7 y los péptidos solapantes





                       
                         
                       
                         
                     
                           
                               
                         
                       
                         
                     
                     
 
 
         
              
                       
                                 
                             
                         
                         
                             
                           
            
 
                  
                     
                         
  
 
            
             
            
             
           
              
                
             
            
             
           
           
     
       
            
                 
               
             
      
 
      
               
              
      
         
           
             

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
imprimieron el tampón de impresión (BS3/BSA), el vector pANT7_cHalo sin inserto y
una proteína control (no alergénica) con la presencia de cHalo en su secuencia.
La correcta expresión de proteína se confirmó mediante su detección con el
anticuerpo monoclonal frente al Halo Tag (Promega). La calidad de los arrays se
determinó mediante la visualización de la correcta impresión del DNA utilizando
PicoGreen (Promega). Por otra parte, se determinó la correlación de la expresión deDNA
y proteína de dos microarrays elegidos al azar y se calculó su valor R2. Los microarrays
de proteínas NAPPA se expresaron y se incubaron con anticuerpos policlonales o sueros
de pacientes alérgicos. El reconocimiento IgG o IgE se determinó mediante incubación
con un anticuerpo anti‐IgG o anti‐IgE conjugado con Alexa Fluor 647 (Southern Biotech)
o Biotina (Southern Biotech) sin modificaciones, como se describió anteriormente [196]
y se calcularon las intensidades de fluorescencia media para cada punto.
Técnicas de manipulación de bacterias
 Preparación de células competentes DH5αF´ y TOP10:
Se creció un preinóculo de células DH5αF´ congeladas a  ‐80ºC en 5 mL de Ψ‐
Broth a 37ºC en agitación a 250 rpm. Cuando se alcanzó una DO600nm de 0.3, se inocularon
100 mL del mismo medio, manteniéndolo en agitación a 250 rpm y una temperatura de
37ºC hasta alcanzar una DO600nm de 0.48. Seguidamente se sedimentaron las células por
centrifugación a 4470 g en una HettichTM Mikro 220R, eliminando el sobrenadante. El
sedimento se resuspendió en 30 mL de TFB1 por cada 100 mL de cultivo, manteniendo
las células en hielo durante 90 min. Finalmente se centrifugaron las células a 4ºC,
resuspendiendo el sedimento resultante en TFB2.
 Transformación de células E. coli DH5αF´ y BL21 (DE3):
El plásmido recombinante obtenido tras la ligación se utilizó para transformar





                       
           
                         
                                 
                                   
                                 
                                   
                     
                           
                                 
                       
                             
                        
 
            
                             
                       
                                 
                               
                                     
                               
                           
            
 
 
         
            
                       
                         
  
 
            
     
             
                 
                  
                 
                  
           
              
                 
            
               
            
      
               
            
                 
                
                   
                
              
      
     
      
            
             

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
purificado para expresar la proteína recombinante con plásmidos pET se utilizó para
transformar las células BL21 (DE3).
Las células competentes se descongelaron en hielo y se añadió, bien el volumen
completo de la ligación en el caso de las células DH5αF´, o 10 ng del plásmido purificado
en el caso de las BL21 (DE3). Se mantuvieron durante 15 min en un baño de hielo y
seguidamente se sometió a las células a un choque térmico a 42ºC en un baño de agua
durante 30 s, sin agitación. La mezcla se volvió a enfriar en hielo durante 2 min y se
añadieron 0.8 mL de  Ψ‐Broth para la recuperación de las células, manteniéndolas
durante 1 h a 37ºC en agitación suave. Finalmente, se repartieron 50  μL del volumen
total en una placa de LB‐Agar como control positivo y el resto del volumen en dos placas
de LB‐Agar con el antibiótico necesario, utilizando 1/3 y 2/3 del volumen.
Posteriormente, a las colonias que crecieron en la placa se les hicieron estrías en otra
placa de LB‐Agar con el antibiótico necesario para conseguir mayor masa celular.
 Transformación de células E. coli TOP10:
Se añadieron 5  μL del producto de la ligación a un vial con 50  μL de células
TOP10, previamente descongeladas, y se incubó en hielo durante 30 min. A
continuación, se llevó a cabo un choque térmico en un baño de agua a 42ºC sin agitación
durante 40 s e inmediatamente se enfriaron los tubos en hielo, durante al menos 2 min.
Posteriormente, se añadió 1 mL de medio SOC y se incubó 1 h a 37ºC a una agitación de
220 rpm. Tras la incubación, se centrifugó a 4800 g durante 5 min, se eliminaron 600 μL
del sobrenadante y de los 400 μL restantes se plaquearon 200 μL en LB‐Agar en presencia
de Kan (30 μg/mL) o Amp (100 μg/mL).
Técnicas de manipulación de levaduras
 Electroporación de células P. pastoris KM71H:
El plásmido purificado pPICZαA con el cDNA de interés se utilizó para





                         
                                     
                                 
                                 
                             
                                       
                         
                               
                       
                                 
                             
                       
                                 
                                     
                                 
                         
                          
 
 
         
                    
                         
                       
                                       
                               
                               
                             
                           
                           
  
 
             
                   
                 
                 
               
                    
             
                
            
                 
               
            
                 
                   
                 
             
             
     
          
             
           
                    
                
                
               
              
              

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
transfección de estas células se realizó mediante electroporación, para lo cual en primer
lugar se crecieron 5 mL de cultivo celular en YPD durante 16 h a 30ºC. Se añadieron a un
total de 500 mL, 0.5 mL del cultivo crecido el día anterior y se mantuvo hasta alcanzar
una DO600nm de 1.3‐1.5. A continuación, se centrifugó el cultivo a 3000 g durante 5 min a
4ºC. El sedimento resultante se resuspendió en H2O estéril fría y se centrifugó de nuevo
la muestra a 3000 g durante 5 min a 4ºC. Este paso se repitió una vez más y tras la
centrifugación, se resuspendió el sedimento en H2O estéril fría (0°C) con sorbitol 1M,
hasta un volumen final de 1.5 mL. Se mezclaron 80 μL de estas células con 5‐10 μg del
DNA linearizado de pPICZαA conteniendo el gen de interés (resuspendido en H2O
estéril) y se transfirió la mezcla a una cubeta de electroporación de 0.2 cm. La muestra se
mantuvo en hielo durante 5 min y seguidamente se procedió a la electroporación en un
electroporador Gene Pulser Xcell™ (Bio‐Rad) bajo unas condiciones de tensión de 150
V, 25W y 25mA. Inmediatamente se añade 2 mL de sorbitol 1M a temperatura ambiente
a la cubeta y todo el volumen de ésta se traspasa a un tubo Falcon, el cual se incuba
durante 1 o 2 h a 30ºC. Finalmente, se repartieron 50 μL del volumen total en placas de
YPDS que contenían Zeo a distintas concentraciones (50, 100 ó 1000 μg/mL). Las placas
se incubaron durante 3 días a 30ºC hasta la visualización de las colonias.
Técnicas de análisis de proteínas
 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE‐SDS):
Los geles de poliacrilamida al porcentaje indicado se llevaron a cabo según el
método descrito por Laemmli [197]. Se utilizaron cubetas Mini‐Protean III (Bio‐Rad),
geles de un espesor de 0.75 mm y un tamaño de 8 x 7.3 cm, y se emplearon sistemas de
1, 10 o 15 pocillos. Las muestras se trataron con tampón de aplicación en presencia o
ausencia de 2‐ME 5% y se calentaron en un termobloque durante 10 minutos a 95ºC. La
cubeta con los geles polimerizados se rellenó con tampón de desarrollo y se cargaron las
muestras. La fuente de alimentación se programó para una intensidad de corriente de 25





                 
                     
  
 
      
                         
                         
                               
                         
                     
                         
                         
               
 
                  
                             
                               
                               
                         
                                     
                           
                           
                               
                                 
                               






         
           
 
   
             
             
                
             
           
             
             
        
         
               
                
                
             
                   
              
              
                
                 
                




(SigmaAldrich), o bien, se transfirieron electroforéticamente a membranas de
nitrocelulosa para su inmunodetección en membrana mediante anticuerpos o sueros de
pacientes.
 Electroforesis bidimensional (2DE):
La 2DE se desarrolló en un equipo PROTEAN IEF Cell (Bio‐Rad). La separación
en función del punto isoeléctrico se realizó en condiciones reductoras en presencia del
agente reductor tributilfosfina 3 mM usando tiras ReadyStrip IPG de 7 cm de largo y un
gradiente de pH 3 a 10 (Bio‐Rad). Posteriormente, las proteínas se separaron mediante
PAGE‐SDS en geles de poliacrilamida al porcentaje indicado bajo condiciones reductoras
en presencia de yodacetamida y ditiotreitol (DTT) al 3.7%. Las proteínas se detectaron
mediante tinción con Azul de Coomassie R‐250 (Sigma‐Aldrich), tinción de plata o se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa para su inmunodetección.
 Tinción de geles de poliacrilamida con nitrato de plata:
Los geles se fijaron durante 1 h en una solución de ácido acético 12%, metanol
50% y 0.5 mL/L de formaldehído al 37%, antes de añadir la solución de teñido. Se
realizaron 3 lavados durante 20 min con etanol 50% y se llevó a cabo un pretratamiento
con tiosulfato sódico 0.2 g/L recién preparado durante 1min. Seguidamente se realizaron
3 lavados de 20 s con H2O MilliQ con agitación suave, y se incubó el gel en nitrato de
plata 0.2% (p/v) conteniendo 0.75 mL/L de formaldehido 37%. Tras la incubación, se lavó
dos veces con H2O MilliQ durante 20 s agitando enérgicamente y se añadió carbonato
sódico 6%, 0.5 mL/L de formaldehido y 2% de la solución de tiosulfato sódico y se
mantuvo durante un máximo de 10 min. Tras el revelado, se lavó con H2O MilliQ y se
añadió metanol 50 % y ácido acético 12%. El gel se mantuvo en agitación durante dichas





                      
 
                         
                               
                             
                             
                       




                   
                     
                         
                         
                     
                               
     
 
             
                   
                         
                               
                           
                                 
                               
                                 
                           
                    
  
 
	            
 
             
                
               
               
            
              
 
	   
          
           
             
             
           
  
 
             
   
	       




    
             
                
              
                 
                
                 
              




 Tinción de geles de poliacrilamida con Coomassie coloidal para ensayos de
proteómica:
Los geles de poliacrilamida se incubaron en metanol 50% y ácido fosfórico 2%
durante 3 h. Seguidamente, se lavaron 3 veces con H20 MilliQ durante 10 min y se
incubaron en metanol 33%, sulfato amónico 17% (p/v) y ácido fosfórico 3% durante 1 h.
Tras la incubación, se añadió la disolución anterior en presencia de 0.06% (p/v) de azul
de Coomassie coloidal, dejándolo en agitación durante toda la noche. Posteriormente, se
realizaron varios lavados con H20 MilliQ para desteñir el gel y visualizar las bandas
proteicas.
 Transferencia electroforética:
La transferencia electroforética de proteínas a membrana de nitrocelulosa se
realizó mediante el método de Towbin [198]. La membrana de nitrocelulosa
(Amersham), los papeles Whatman, y el gel que contiene las proteínas se prehidrataron
durante 5‐10 min en tampón de transferencia. La electroforesis se desarrolló en un
Transfer‐Blot Semi‐Dry Transfer Cell (BIO‐RAD) a una intensidad de corriente constante
de 1 mA/cm2 de gel durante 1 h. Las membranas transferidas se conservaron secas a 4ºC
hasta su utilización.
 Preparación de esferas magnéticas Halo Tag
Las esferas magnéticas Magne® Halo Tag® se utilizaron para anclar
covalentemente péptidos o proteínas completas a través de la proteína de fusión Halo
Tag con la que éstos se expresaron. Para ello, se incubaron 1.25 μL de la expresión de
cada péptido o proteína completa con 0.5 μL de esferas magnéticas en 500 μL de solución
de lavado durante 2 h en agitación a 1000 g. Posteriormente, se lavaron 4 veces con la
misma solución de lavado. A continuación, y con la ayuda de un imán, se eliminó la
parte soluble y se añadió a las esferas 100  μL de glicina 0.1 M pH 2.7 para eliminar
uniones inespecíficas. A partir de este punto, se lleva a cabo la incubación con





                        
                           
                                   
                           
                                   
                               
                                   
                                 
                           
                               
                                   
                     
                                   
           
                       
                   
                               
                           
                               
                               
                         
                             
                                       
                               
                               
                                     
                       
                           
                                       
            
  
 
            
              
                  
              
                  
                
                  
                 
              
                
                  
           
                  
      
            
          
                
              
                
                
             
               
                    
                
                
                   
            
              
                    




 Expresión recombinante y purificación de Sal k 6 y Ole e 14:
En primer lugar, se realizó un preinóculo de las células BL21 (D3) que contenían
la construcción pET41b/Sal k 6 o pET41b/Ole e 14 en 5 mL de medio LB con Kan (100
μg/mL) durante toda la noche a 37ºC. Una vez conseguida masa celular suficiente, se
llevó a cabo la expresión a gran escala. Para ello, se añadió 1 mL del preinóculo a un
volumen final de 250 mL del mismo medio y se mantuvo a 37ºC hasta alcanzar una
DO600nm de 1.0, momento en el que se indujo el cultivo con IPTG 1 mM. El cultivo se
mantuvo durante 48 h a 16ºC, tras lo cual, y dado que las proteínas se localizaban en
cuerpos de inclusión, se procedió a su solubilización. Con dicho fin, se centrifugó el
cultivo en una centrífuga Sorvall utilizando tubos GS3 y un rotor F10 a 6000 g durante
15 min a 4ºC, y el sedimento se incubó durante 1 h con el tampón de solubilización en
agitación suave. Seguidamente, se centrifugó la muestra en una centrifuga Eppendorf
5415 R a 16000 g durante 30 min a 4ºC y el sobrenadante, que contenía la proteína, se
recuperó para proceder a su purificación.
La purificación de ambas proteínas se llevó a cabo utilizando un FPLC
(ÄKTApurifier, Amersham Bioscience) y una columna His‐Trap FF crude (GE
Healthcare, Madrid, Spain) en la cual se aplicó el sobrenadante que contenía Sal k 6 u
Ole e 14, a un flujo constante de 1 mL/min. Esta columna permite mediante
cromatografía de afinidad, la purificación de Sal k 6 y Ole e 14 recombinantes a través
de la interacción de la secuencia de 8 histidinas de su extremo C‐terminal con la resina
de Niquel. El replegamiento de las proteínas recombinantes en la columna se consiguió
mediante un gradiente del 0‐100% de 60 min entre el tampón de lavado (Tris‐base 20
mM, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM, urea 6 M y 2‐ME 1 mM, pH 8.0) y el tampón de
renaturalización (Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM y 2‐ME 1 mM, pH 8.0).
Las proteínas se eluyeron usando el tampón de elución (Tris‐base 20 mM, NaCl 0.5 M y
2‐ME 1 mM, pH 8.0), que contenía imidazol 0.5 M, con un gradiente del 0 al 100% en 20
min. Por último, las fracciones que contenían la proteína purificada se analizaron
mediante PAGE‐SDS y WB. De acuerdo con el grado de pureza, se hicieron diferentes
lotes de Sal k 6 y Ole e 14, cambiando el tampón a BA 50 mM mediante el uso de





                
                             
                           
                       
                                   
                             
                               
                                 
                           
                               
                             
                             
                       
                         
             
                             
                               
                                   
                                   
                       
                         
                           
                     
                             
                               
                           
                         
                           
                     
                         
  
 
        
               
              
            
                  
               
                
                 
              
                
               
               
            
             
       
               
                
                  
                  
            
             
              
           
               
                
              
             
              
           




 Expresión recombinante y purificación de Ole e 7:
En primer lugar, se realizó un preinóculo de las células KM71H de P. pastoris que
contenían la construcción pPICZαA/Ole e 7 en 5 mL de medio de crecimiento (BMG)
suplementado con Zeo (100  μg/mL) durante toda la noche a 30ºC. Posteriormente, se
llevó a cabo la fase de crecimiento del cultivo, para lo cual se pipeteó 1mL del preinóculo
anterior a un volumen final de 250 mL del mismo medio manteniéndolo en agitación a
30ºC durante 72 h. Tras ello, se centrifugó el cultivo, en una centrífuga Sorvall con tubos
GS3 y rotor F10, a 6000 g durante 20 min. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió
el precipitado en el medio de inducción (BMM), añadiendo 1 mL de metanol puro
durante 8 días consecutivos cada 24 h como única fuente de carbono en el cultivo. Con
el objetivo de cuantificar la expresión de la proteína recombinante durante los 8 días de
inducción, se cogieron alícuotas del cultivo desde el primer día de la adición de metanol.
La presencia de proteína recombinante en el medio extracelular se analizó mediante
tinción con Azul de Coomassie e inmunodetección en membrana tras PAGE‐SDS con el
antisuero policlonal de conejo anti‐Ole e 7.
Tras la inducción a gran escala en P. pastoris se recogió el medio extracelular por
centrifugación en una centrífuga Sorvall con tubos GS3 y rotor F10, a 6000 g durante 15
min, y se dializó frente a BA 20 mM pH 8. Concluida la diálisis, se recogió el contenido
de ésta y se centrifugó a 6000 g durante 30 min. Se descartó el sedimento existente y se
liofilizó el sobrenadante, el cual contenía la proteína recombinante Ole e 7.
Finalmente, se reconstituyó el medio extracelular liofilizado en 4 mL de BA 0.2
M y se procedió a la purificación de la proteína mediante dos columnas de
penetrabilidad: Sephadex G‐50 Medium y Sephadex G‐50 Fine. Previamente a la
aplicación en la columna de penetrabilidad se centrifugó la muestra a 3000 g durante 5
min en una centrífuga Hettich Rotina 380/380R. La columna se equilibró con BA 0.2 M y
se fraccionó la muestra a un flujo constante de 1 y 0.55 mL/min, respectivamente,
recogiendo fracciones de 2.5 y 1mL, respectivamente. El perfil cromatográfico se registró
a una longitud de onda de 280 nm. Las fracciones que contenían la proteína
recombinante se detectaronmediante tinción con Azul de Coomassie e inmunodetección





                           
                               
                     
                         
                           
                
 
                              
                                   
                                            
                                 
                             
                       
                       
                             
                           
                       
                     
                  
 
                    
                       
 
   
                       
                     
                         
                           
                           
  
 
              
                
           
             
              
        
               
                  
              
                 
               
            
            
               
              
            
           
         
          
            
 
 
            
           
             
              
              

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
tras lo cual se liofilizaron las fracciones que contenían la proteína y se resuspendieron
en BA 50 mM para realizar un último paso de purificación en un sistema de HPLC
(UFLC, Shimadzu Corporation) con una columna  μBondapak C18 (5μm x 4,6mm x
25cm) usando un gradiente de acetonitrilo 0‐60% durante 60 min. La proteína pura
eluída, se liofilizó y resuspendió en BA 50 mM para, tras determinar su concentración,
realizar los diferentes ensayos estructurales, biofísicos e inmunológicos.
 Expresión in vitro para el mapeo epitópico de Ole e 7 y Pru p 3:
La expresión de los péptidos de los alérgenos Ole e 7 y Pru p 3 diseñados para el
mapeo epitópico de ambos alérgenos, se realizó con el 1 –Step Human Coupled IVT
Kit– DNA (Thermo Fisher Scientific) que se basa en el uso de un extracto de células HeLa
para conseguir la expresión in vitro de proteínas. Entre los beneficios de este tipo de
expresión sobre los sistemas in vivo tradicionales, destacan la posibilidad de expresar
proteínas tóxicas o insolubles y su rapidez. El cDNA plasmídico (1 μg/μL) codificante
de cada una de las construcciones se mezcló con los componentes incluidos en el kit,
previamente descongelados y mantenidos en hielo. La mezcla se incubó durante 3 h a
30ºC en agitación suave. La correcta expresión de proteína se determinó mediante
inmunodetección en membrana, o bien, en los microarrays de proteína mediante
incubación con un anticuerpo monoclonal frente a Halo Tag.
 Preparación de extractos proteicos a partir de pólenes y alimentos:
En los estudios presentados se utilizaron tanto extractos de pólenes como de
alimentos.
‐ Pólenes:
Los extractos proteicos de los pólenes utilizados en este estudio se prepararon
mediante homogeneización por agitación suave durante 1 h para liberar las
proteínas del polen al medio externo (BA 50 mM conteniendo PMSF 1 mM).
Seguidamente se centrifugó a 10000 g durante 20 min a 4ºC, se guardó el





                         
         
 
  
                         
                             
                         
                             
                       
                               
                         
                       
                           
                           
                             
                             
                   
                   
    
 
                       
                             
                       
                                 
                                   
                             
                             
                             
                         
                               
                           
   
             
    
 
             
               
             
               
            
                
             
            
              
              
               
               
          
          
  
            
               
            
                 
                  
               
               
               
             
                




mantuvo en agitación durante 1 h. Este ciclo se repitió 3 veces, juntando
finalmente los sobrenadantes obtenidos.
‐ Alimentos:
Para la preparación de los extractos proteicos de alimentos, semillas, piel o pulpa,
se congelan en N2 líquido y se añade borato sódico (Na2B4O7 0.15M, pH 8.0) con
PMSF 1mM, para evitar la degradación proteolítica. Brevemente, se pesan 1 g de
semillas, piel o pulpa. El material se tritura en un mortero y cuando tiene una
consistencia harinosa, se homogeneiza en “potter” con 20 mL de borato sódico
durante 10 min y se deja en agitación en baño de hielo durante 1 h. A
continuación, se centrifuga a 9000 g durante 30 min a 4ºC. El material
sedimentado se resuspende en el mismo volumen de tampón salino utilizado al
principio y se repite el proceso de extracción 2 veces más. Los tres sobrenadantes
se reúnen y se liofilizan. El material liofilizado se resuspende en 20 mL/g de
acetona y se agita en hielo durante 30 min. Seguidamente, se centrifuga a 7000 g
durante 15 min a 4ºC. Se repite dos veces más el proceso de extracción con
acetona y los sobrenadantes se desechan, dejando secar el sedimento
deslipidizado a temperatura ambiente para eliminar los restos de acetona
mediante evaporación.
En ambos casos, la concentración de proteína se determinó utilizando el método
de Lowry [199]. Según este método, las muestras y la recta patrón de BSA con
concentraciones conocidas, se prepararon en un volumen final de 500  μL. A este
volumen se le añadieron 2.5 mL de una disolución compuesta por NaOH 0.2 M a la cual
se le añade un volumen igual de Na2CO3 al 4% (p/v) y, por otro lado, se prepara una
mezcla de CuSO4 1% (p/v) y KNaC4H4O6∙4H2O 2% (p/v). De cada mezcla se añaden 2.5
mL a los tubos, los cuales se agitan a temperatura ambiente durante 10 min. A
continuación, se añaden 250  μL de reactivo de Folin, diluido a la mitad con H2O, se
agitan los tubos inmediatamente y se mantiene a temperatura ambiente durante 30 min,
tras lo cual se evalúa la concentración de proteína presente en el extracto. El análisis tanto





                   
             
 
            
                             
                               
                             
                                 
                                
 
             
 
                   
 
  
                    
 
                         
                           
 
 
                  
 
 
             
                       
               
                   
  
 
          
       
      
               
                
               
                 
                
       
        
 
         
             
              
 




      
 












MATERIALES Y MÉTODOS 
por duplicado. Finalmente, estos extractos se visualizaron por PAGE‐SDS, cargando
entre 10 y 50 μg de cada muestra.
 Determinación de la concentración de proteína:
La concentración de proteína pura se llevó a cabo a través de la determinación de
su espectro de absorción mediante un barrido de absorbancia a 600 nm/s en un rango de
longitud de onda de 240 a 350 nm en un espectrofotómetro Beckman modelo DU‐7 en
cubetas de 1 y 0.1 cm de paso óptico. Para calcular la concentración de proteína, se utilizó
el coeficiente de extinción (ε) teórico de la proteína y la absorbancia a 280 nm corregida.
El ε teórico se calculó de acuerdo a [200]:
ε280 = nº Tyr ∙ ε Tyr + nº Trp ∙ ε Trp + nº Cys‐Cys ∙ ε Cys‐Cys
donde,
εTyr =1340 M‐1cm‐1, εTrp = 5540 M‐1cm‐1 y εCys‐Cys = 150 M‐1cm‐1.
Para el cálculo, se utilizó la secuencia de aminoácidos de cada proteína obtenida
mediante secuenciación de su cDNA y el programa ProtParam [201] de la web ExPaSy
(http://www.expasy.org/).
La absorbancia se calculó según la ecuación de Lambert‐Beer:
A= ε ∙ C ∙ l
donde,
A, o absorbancia, es una magnitud adimensional,
ε, es el coeficiente de extinción molar expresado en L1 mol‐1 cm‐1,
C, es la concentración expresada en mol1 L‐1,






                          
 
      
                         
                                   
                               
                             
                       
          
                     
                      
 
                       
 
 
             
             
                             
               
                 
               
 
                         
                             
                   




             
   
             
                  
                
               
            
     
           
   
 
       
            

 
      
 
      
 
              
 
       
 
        
 




             
               
          
         

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Finalmente, la proteína pura se visualizó por PAGE‐SDS, aplicando entre 0.5 y 1 μg.
 Dicroísmo circular (CD):
Los espectros de CD se obtuvieron en un dicrógrafo Jasco J‐175, equipado con
lámpara de Xenón de 150W. Se utilizó una cubeta cilíndrica de cuarzo de 0.1 cm de paso
óptico y una concentración de proteína de 0.2 mg/mL en BA 20 mM. Se registraron 6
espectros en el UV‐lejano (200‐260 nm), a una velocidad de 50 nm/min. Los espectros se
corrigieron mediante la sustracción de la línea base correspondiente obtenida para el
tampón en las mismas condiciones.
Los valores de elipticidad, expresados como elipticidad molar por residuo de
aminoácido (grados x cm2 x dmol‐1), se calcularon según la fórmula:
[θ] MWR = 3300 x S x H x MWR/l x C
siendo:
[θ] MWR, la elipticidad molar por residuo;
S, la sensibilidad de detección del aparato;
H, la diferencia en mm entre la línea base y el espectro de la muestra;
MWR, el peso molecular medio para cada aminoácido;
l, el paso óptico de la cubeta en cm.
C, la concentración de proteína en mg1mL‐1.
El cálculo teórico del porcentaje de contribución de cada una de las estructuras
secundarias básicas a la estructura global de la proteína se realizó con el software de
deconvolución CDNN CD (Applied Photophysics) que emplea como referencia una





                    
                       
                   
               
                     
                         





                         
                           
                                   
                                   
                         
                           
                       
                       
                                 
                               
                       
                         
                             
                             
                   





          
            
          
        
           
             
       
  
  
             
              
                  
                  
             
              
            
            
                 
                
            
             
               
               
          





 Búsqueda de identidades y similitudes de secuencia y predicción teórica:
Para la búsqueda de secuencias de diferentes alérgenos y su alineamiento, se
utilizó la herramienta bioinformática DIALIGN disponible en la página web
http://www.expasy.org/, correspondiente al servidor de proteómica ExPASy (Expert
Protein Analysis System) del SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) [201]. El
alineamiento de las secuencias de los alérgenos a estudiar se realizó utilizando el
programa informático de libre acceso GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/).
Caracterización inmunológica
 Enzimoinmunoensayo (ELISA)
Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos de poliestireno de alta
capacidad de unión (Costar). Cada pocillo se tapizó en general con 0.1 μg de proteína
pura, si no se indica otra cantidad, o 200 μg de extracto proteico en 50 o 100 μL de PBS
incubando durante toda la noche a 4ºC. Tras ello se lavó la placa 4 veces con 200 μL de
solución de lavado por pocillo y se añadió posteriormente 100  μL de solución de
bloqueo, manteniendo la placa a 37ºC durante 1 h. A continuación, se añadió el
anticuerpo monoclonal, el antisuero o anticuerpo policlonal (Tabla 5), o el suero
individual o mezcla de sueros correspondiente, diluyéndolos en la solución de bloqueo
e incubando a 37ºC durante 1 o 2 h, respectivamente. Tras la incubación, se lavó la placa
con 200 μL de solución de lavado y, para detectar la señal, se incubó durante una hora
con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 6), diluido también en la solución
de bloqueo. El revelado se realizó con una mezcla de O‐fenilenediamina (OPD) 0.63
mg/mL en tampón citrato sódico 0.1 M pH 5 conteniendo 1.6 μL/mL de H2O2 30%. La
reacción se detuvo con ácido sulfúrico 3 N. Finalmente, la absorbancia se midió a una
DO492 en un aparato iMark Microplate Absorbance Reader (Bio‐Rad), considerándose






        
                   
                         
                     
                              
                           
                   
                         
                             
                         
                           
                     
                             
         
 
                             
         
 
      
                             
                     
  
 
    
          
             
           
               
              
          
             
               
             
              
           




               
     
   
               




 Inmunodetección en membrana (WB):
Las membranas, previamente transferidas con la proteína de interés, se
incubaron con solución de bloqueo durante 1 h. A continuación, se incubaron con
anticuerpos monoclonales, antisueros o anticuerpos policlonales (Tabla 5), o sueros de
pacientes atópicos o no atópicos durante 1 ó 2 h, respectivamente. Tras la incubación, se
lavaron 3 veces durante 10 min en agitación suave con la solución de lavado.
Seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario específico conjugado con
peroxidasa de rábano (Tabla 6). Finalmente, se lavaron nuevamente 3 veces durante 10
min en agitación suave con la solución de lavado y en el caso de anticuerpos
monoclonales o policlonales, se procedió al revelado, mientras que el suero de pacientes
se incubó con GAM‐HRP (1:2500) durante 1 h, si previamente se había usado el
anticuerpo anti‐IgE sin actividad peroxidasa. La señal de la unión antígeno‐anticuerpo
se detectó en un LAS‐3000mini (Fujifilm) tras la adición de los reactivos ECL (Amersham
Bioscience) o WesternBrightTMQUANTUM (Advansta).
Tabla 5 y 6. Diluciones optimizadas de anticuerpos y antisueros primarios (A) y secundarios (B)
utilizadas en esta Tesis Doctoral.
 Ensayos de inhibición:
Para los ensayos de inhibición en ELISA, se tapizaron las plazas con 0.1 o 0.5 μg





                           
                       
                     
                               
                                   
                         
                   
                                   
                            
                         
         
 
                               
                       
               
 
                           
         
 
 
                        
            
                       
                         
                        
 
          
                                 
                           
  
 
              
            
           
                
                  
             
          
                  
              
             
     
                
            
        
              
 
    
            
      
            
             
            
     
                 
              

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
se transfirieron 0.2 o 0.5  μg de proteína pura. Se incubó el antisuero o anticuerpo
policlonal, o los sueros de pacientes alérgicos (individuales o pool) con diferentes
concentraciones del inhibidor. Como inhibidor se utilizó, la proteína pura recombinante
(de 2 μg a 10–4 μg), o bien extractos polínicos o de alimentos (de 20 μg a 500 μg), diluidos
en PBS 1x. La incubación se realizó durante 1 h para los antisueros o anticuerpos, o 2 h
para sueros de pacientes alérgicos. Una vez bloqueada la membrana y transcurrido el
tiempo de incubación, se añadieron las soluciones de inhibidor‐anticuerpo incubando
nuevamente 1 ó 2 h en función de si se trataba de antisueros o anticuerpos, o sueros. El
ensayo se continuó tal como se explicó previamente para los ensayos ELISA o WB.
El porcentaje de inhibición alcanzado por ELISA o WB se calculó, respectivamente, a
través de las siguientes fórmulas:
Inhibición (%) = [1 – (OD 492 nm con inhibidor/ OD 492 nm sin inhibidor)] ×100.
Inhibición (%) = [1 – (densitometrado de la señal quimioluminiscente con inhibidor/
densitometrado de la señal quimioluminiscente sin inhibidor)] ×100.
El densitometrado de las bandas obtenidas por WB se realizó con el Programa Quantity
One® 1D Analysis Software (Bio‐Rad).
Ensayos celulares basados en la liberación de mediadores de la respuesta alérgica:
 Test de activación de basófilos (TAB):
Estos experimentos se llevaron a cabo en colaboración con el Hospital Regional
Universitario de Málaga y el Hospital Reina Sofía de Córdoba. Los protocolos seguidos
en cada hospital difieren levemente, por lo que se explican por separado.
Hospital Regional Universitario de Málaga:
Se utilizaron muestras de sangre periférica de individuos alérgicos a Ole e 7 (n = 4). Las





                           
                         
                       
                       
                     
                   
                     
                       
                       
                     
   
 
          
                         
                             
                               
                                 
                       
                             
                         
                               
                     
                                   
                         
                                 
         
 
                      
         
                       
                       
  
 
              
             
            
            
           
          
           
            
            
           
  
     
             
               
                
                 
            
               
             
                
           
                  
             
                 
     
	            
     
            
            

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
tampón de estimulación durante 10 min a 37ºC. A continuación, se incubaron con 1
μg/μL del alérgeno natural o recombinante durante 30 min a 37ºC. Como control
negativo y positivo se emplearon BSA (activación basal) y anti‐IgE humana (0.5 μg/μL),
respectivamente. El proceso de desgranulación se detuvo incubando durante 5 min en
hielo. La activación de basófilos se expresó en porcentaje (células CD203c+CD63+CCR3+),
en base al triple marcaje con los anticuerpos anti‐CD203c‐PE (Bio‐Legend), anti‐
CD63FITC (Bio‐Legend) y anti‐CCR3‐APC. El análisis se realizó en un citómetro
FACSCalibur (BD Biosciences), usando el software FlowJo (Tree Star). Se obtuvieron al
menos 500 basófilos por muestra. Se consideró que presentaban una respuesta positiva
aquellos pacientes con valores ≥15% e índice de estimulación ≥2 (respuesta específica de
antígeno/nivel basal).
Hospital Reina Sofía de Córdoba:
Se incubaron 100 μL de sangre total anticoagulada con heparina de cada paciente con
tampón de estimulación de basófilos durante 10 min a 37 ºC en agitación. Se añadieron
100 μL de PBS 1x como control negativo y 50 μL de f‐MLP a una concentración final de
2 μM como control positivo. Por otro lado, se añadieron los alérgenos rOle e 7 y rPru p
3 a varias concentraciones (0.1 μg/mL, 1 μg/mL y 10 μg/mL) en tubos distintos. Todos
los tubos se incubaron durante 30 min a 37ºC en agitación. La desgranulación de los
basófilos se paró transfiriendo los tubos con cada muestra a hielo y manteniéndolos
durante 5 min en frío. Para el marcaje de las células se utilizó un cocktail con CD63‐
FITC/CD123‐PE/anti‐HLA‐DR‐PerCP. Las células se lisaron con 2 mL de solución de
lisado y se lavó con PBS 1x dos veces. El análisis se realizó en un citómetro BD FacsCanto
II (Becton Dickinson and Company, San José, CA, USA), usando el software BD
FacsDivaTM. La especificidad de la respuesta a rOle e 7 y rPru p 3 se comprobó analizando
una cohorte de individuos sanos.
 Análisis de la liberación de mediadores de mastocitos utilizando como modelo
in vitro las células RBL‐2H3:
Las células RBL‐2H3 son células de sangre periférica de rata humanizadas que





                           
                         
                                   
                                 
                           
                         
                               
                   
                   
                         
                       
                         
                             
                                 
                     
                           
                             
                   
                   
 
 
           
      
                         
                           
                             
                         
                               
                               
                             
  
 
              
             
       
 
          
                 
              
             
               
          
          
             
            
             
               
                 
           
              
               
          
          
      
   
             
              
               
             
                
                
               

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
para estudiar las rutas bioquímicas que median la secreción en mastocitos [202, 203], por
ejemplo, ante la presencia de un determinado alérgeno. Estas células se cultivaron en
MEM en frascos de cultivo de 75 cm2 a 37ºC en una estufa de cultivos a una concentración
de 5% (v/v) de CO2. El medio se cambió dos veces a la semana utilizando MEM en
presencia de EDTA 0.01 M. Todos los cultivos celulares fueron confluentes antes de su
uso en los experimentos. Las células se sensibilizaronmediante su incubación con sueros
individuales de pacientes alérgicos (al 5 o 10%). Después de 12 horas, las células se
estimularon con el alérgeno correspondiente, natural o recombinante, a distintas
concentraciones (desde 10‐3  μg/mL hasta 2.5  μg/mL). Para aumentar y estabilizar la
secreción de β‐hexosaminidasa, se añadió al tampón de Tyrode 50% de D2O, usado para
hacer las diluciones de alérgeno [204]. Para la detección de la enzima β‐hexosaminidasa
se utilizó un ensayo enzimático colorimétrico [205]. Brevemente, 1 h después de la
estimulación de las células, 30 μL de este sobrenadante se transfirieron a una placa de 96
pocillos y se mezclaron con 50 μL de la solución del sustrato. Para calcular el total de la
actividad  β‐hexosaminidasa, se lisaron las células con 100  μL de Triton X‐100 0.1%
incubando a 37ºC durante 1 h. Seguidamente, se añadieron 100 μL de glicina 400 mM
pH 10.7 a cada pocillo y se midió la absorbancia a 405 nm. El porcentaje de  β‐
hexosaminidasa liberada se calculó respecto del porcentaje de contenido total de  β‐
hexosaminidasa en las células, correspondiente al lisado completo de éstas.
Técnicas biofísicas y manipulación de lípidos:
 Cuantificación de fosfolípidos:
La cantidad de fosfolípidos de las muestras se determinó mediante el método de
valoración de fósforo [206]. Las muestras se secaron y se incubaron con ácido perclórico
puro en un baño de arena a 250‐260°C durante 30 min para permitir la mineralización
del fósforo. Posteriormente, se añadieron 3.5 mL de H2O bidestilada, 0.5 mL de
molibdato de amonio (2.5% p/v) y 0.5 mL de ácido ascórbico (10% p/v), y se incubó
durante 7 min a 100°C. A continuación, los tubos se enfriaron en hielo para parar la





                         
                           
       
 
            
                       
                           
                       
                             
                             
                               
                       
                                     
                             
                                 
                               
                                     
                                   
                             
                             
                             
                     
   
 
        
                   
     
           
                                   
  
 
             
              
   
      
            
              
            
               
               
                
            
                   
               
                 
                
                   
                  
               
               
               
           
  
    
          
   
      
                  

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
de fósforo presente en la muestra se determinó interpolando los valores de absorbancia
obtenidos en una recta patrón construida a partir de una solución de fosfato inorgánico
de concentración conocida.
 Aislamiento y purificación de surfactante pulmonar:
El surfactante pulmonar se aisló a partir de pulmones de cerdo suministrados
por el Matadero de Madrid, tal como describe Taeusch y col [207], con ligeras
modificaciones. Los pulmones de cerdo sacrificados el mismo día, se lavaron, tras
canular manualmente la tráquea, con 2.5 L de NaCl al 0.9% (p/v) en tampón monocapas.
El lavado se filtró a través de una gasa para descartar restos celulares y otros
contaminantes presentes en la muestra, y se centrifugó a 700 g durante 5 min a 4ºC,
utilizando un rotor flotante SW40Ti (Beckman Coulter). El sobrenadante se filtró de
nuevo por una gasa y el filtrado obtenido se centrifugó a 170000 g durante 1 h a 4ºC. El
sobrenadante se eliminó y el sedimento se resuspendió, con ayuda de un potter, en NaBr
al 16% (p/v) en NaCl al 0.9% (p/v) en hielo con el fin de realizar posteriormente una
centrifugación en gradiente de NaBr. Para ello, la muestra (4 mL) se depositó en el fondo
de un tubo de centrífuga, donde se aplicaron 6 mL de NaBr al 13% en NaCl 0.9% y, por
último, 2.5 mL de NaCl al 0.9%. La muestra se centrifugó a 120000 g en el mismo rotor
durante 2 h a 4ºC. La fracción correspondiente al surfactante se aspiró con una pipeta
Pasteur, se homogeneizó con un potter en NaCl al 0.9%, se hicieron alícuotas y se
conservó a  ‐80ºC hasta su uso. La cantidad de surfactante se estimó a partir de la
concentración de fosfolípidos totales mediante el método de valoración de fósforo
descrito anteriormente.
 Marcaje fluorescente del surfactante:
El surfactante (0.5 mg/mL) se resuspendió en tampón monocapas conteniendo
BODIPY‐PC (2‐(4,4‐difluoro‐5,7‐dimetil‐4‐bora‐3a, 4a‐diazo‐s‐indaceno‐3‐pentanoil)
hexadeca‐noil‐sn‐glicero‐3‐phosphocholine, Invitrogen)), a una relación molar





                                 
                       
 
                    
                         
                             
                         
                           
                         
        
                             
                                 
                               
 
 
                       
                           
                         
                             
                     
  
 
                 
            
          
             
               
             
              
             
    
               
                 
                
 
            
              
             
               
           

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
a 1200 rpm y 10 min de reposo. Finalmente, la muestra se diluyó a una concentración de
25 μg/μL en tampón de monocapas y se conservó a ‐20ºC hasta su uso.
 Análisis de la adsorción interfacial del surfactante pulmonar mediante SAT:
El efecto del alérgeno Ole e 7 sobre la adsorción interfacial del surfactante
pulmonar se analizó mediante el método descrito por Ravasio y col [208], basado en la
capacidad del compuesto Brilliant Black de absorber luz y bloquear cualquier paso de
luz transmitida a través de la subfase acuosa. De esta manera, únicamente las moléculas
marcadas con una sonda fluorescente situadas en la interfase aire‐líquido son capaces de
emitir fluorescencia (Figura 16).
Figura 16. Esquema del análisis de la adsorción interfacial del surfactante pulmonar mediante SAT. El
surfactante marcado con BODIPY‐PC se inyecta en la subfase acuosa de Brilliant Black y se registra la
emisión de fluorescencia de las moléculas de la interfase aire‐líquido. Esquema adaptado de Ravasio y col
[208].
Para ello, el surfactante pulmonar marcado con BODIPY‐PC se inyectó en la
subfase acuosa de Brilliant Black (5 mg/mL) en presencia o ausencia de alérgeno a
distintas concentraciones (0.1, 1, 10, 25 y 50 μg/mL). La fluorescencia (λ excitación = 485
nm, λ emisión = 540 nm) emitida se registró en un lector de placas FLUOstar OPTIMA





                         
                      
 
      
                     
                     
                         
                 
                             
                             
                         
                           
                             
                  
                   
                             
                     
                         
                         
                               
                                 
                         
                           
                   





             
           
   
           
           
             
         
               
               
             
              
               
         
          
               
           
             
             
                
                 
             
              
          





como control negativo de inhibición el propio surfactante pulmonar nativo. El ensayo se
realizó en placas hidrofílicas de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc) por duplicado.
 Balanza de Wilhelmy:
La balanza de Wilhelmy permite evaluar la adsorción interfacial de una
determinada proteína y, adicionalmente, la interacción lípido‐proteína en el contexto de
una monocapa [209]. La adsorción interfacial se evaluó en una cubeta de teflón
termostatizada, manteniendo una temperatura constante de 25ºC. Inicialmente, se
añadió la subfase, constituida por 1.8 mL de tampón monocapas 1x y se mantuvo en
agitación con una barra magnética de 2 mm. Seguidamente se inyectó un volumen de 10
μL con cantidades crecientes de proteína (desde 0.06 hasta 1  μM) para determinar la
presión superficial óptima de la proteína. La cinética de presión‐tiempo se siguió a través
de la adquisición continua de datos de presión de superficie con una placa de papel
Whatman conectada a un sensor de presión (Figura 17A).
Para analizar el comportamiento de la proteína con monocapas lipídicas
preformadas, se depositó la subfase en la cubeta y, sobre ésta, se distribuyó el material
lipídico correspondiente a una concentración de 0.1 μg/μL para formar una monocapa
interfacial. Una vez alcanzada la presión superficial inicial requerida (Πi) y, tras esperar
10 min para permitir la evaporación del disolvente orgánico, se registraron los cambios
de presión superficial (∆Π) tras la inyección de Ole e 7 (0.5 μM). Se calculó el incremento
máximo de presión (ΔΠmax) a los 30 min y la presión de exclusión (Πc), y se representó
gráficamente (Figura 17B, C). En el ensayo se utilizaron tanto especies puras como
mezclas lipídicas con el fin de evaluar la capacidad del alérgeno de interaccionar con
monocapas lipídicas de distinta naturaleza: DPPC, DPPG, DPPS, DPPC:Chol (relación






                             
                                     
                               
                               




                    
                       
                   
                       
                         
                       
                           
                         
                           
  
 
               
                   
                
                
                   
  
          
            
          
            
             
            
              
             




Figura 17. Representación gráfica de resultados y esquema de la Balanza de Wilhelmy. (A) Componentes
de la Balanza de Wilhelmy. (B) Isoterma de compresión en función del tiempo (Π vs t). La flecha indica la
inyección del agente tensoactivo. La presión inicial (Πi) es la presión alcanzada por la monocapa lipídica
estabilizada en la interfase antes de la inyección del agente tensoactivo (proteína). (C) Representación de la
presión de exclusión (Πc) cuyo valor corresponde al corte con el eje de abscisas de la recta obtenida al
representar ΔΠmax vs Πi.
 Preparación de vesículas para el análisis de la interacción alérgeno‐lípido:
Para obtener vesículas unilamelares (LUVs y SUVs) las especies puras y las
diversas combinaciones de lípidos se sometieron al método de evaporación‐hidratación.
Cada muestra se pesó y resuspendió en cloroformo:metanol (relación 2:1) a la
concentración deseada. A continuación, ésta se evaporó bajo un flujo de nitrógeno a
temperatura ambiente y para eliminar totalmente las trazas de disolventes orgánicos, se
mantuvo durante 2 h en condiciones de vacío. Una vez que la muestra estaba
completamente seca, se hidrató en tampón monocapas o tampón fosfato pH 7.5 durante





                               
                         
                               
                                 
   
 
        
                           
                       
                   
                                 
                     
                         
                           
                 
           
 
               
                             
                     
                               
                         
                             
                           
                   
                         
                  
  
 
                
             
                
                 
  
    
              
            
          
                 
           
             
              
         
      
       
               
           
                
             
               
              
          
             
         

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
ciclos de 10 min. Este proceso se realizó a una temperatura superior a la temperatura de
transición de fase (Tm) del lípido o mezcla lipídica utilizados, asegurando su estado
fluido. Finalmente, se realizó la extrusión de cada una de las muestras a través de filtros
de policarbonato de 50 y 100 nm de diámetro de poro, para la formación de SUVs y
LUVs, respectivamente.
 Ensayos de unión lípido‐proteína:
Para este ensayo se utilizaron vesículas de 100 nm de diámetro (LUVs) de PG,
PC, PS, PG:Chol (relación molar 2:1), PC:Chol (relación molar 2:1), PS:Chol (relación
molar 2:1), POPC:SM:Chol (relación molar 2:1:1), preparadas como se describió
anteriormente. La interacción de Ole e 7 con las vesículas se lleva a cabo a una relación
molar lípido:proteína constante (800:1), preparando además un control en ausencia de
lípido. Tras la interacción (3 h a temperatura ambiente), las vesículas se sedimentan
por ultracentrifugación a 100000 g durante 1 h a 4ºC en una centrífuga Beckman
OptimaMAX‐XPUltracentrifuge (Beckman Coulter). Los sobrenadantes y sedimentos
se analizaron mediante WB tras PAGE‐SDS.
 Análisis de la interacción lípido‐proteína mediante interferometría:
El estudio de la interacción entre lípidos de distinta naturaleza y Ole e 7 también
se analizó mediante interferometría de biocapa utilizando el sistema BLItz (FortéBIO).
Para ello, se utilizaron LUVs de 100 nm de PG, PC, PS, PG:Chol (relación molar 2:1),
PC:Chol (relación molar 2:1), PS:Chol (relación molar 2:1) y POPC:SM:Chol (2:1:1) a una
concentración de 1 μg/μL y la proteína Ole e 7 a la misma concentración. Este sistema
permite realizar ensayos de unión mediante el uso de un biosensor constituido por una
matriz de aminopropilsilano (APS), compatible con moléculas hidrofóbicas y que
minimiza las uniones inespecíficas, ya que únicamente se detectan las moléculas que se





                               
               
 
                         
                               
                           
                           
                             
                             
                           
                           
  
 
                
       
             
                
              
              
               
               
              




Figura 18. Esquema del fundamento (A) y etapas experimentales (B) seguidos para el análisis de la
interacción lípido‐proteína mediante el sistema BLItz (FortéBIO).
El fundamento del sistema BLItz se basa en la interferometría de biomasa. Se
emite luz blanca por el biosensor y se mide la luz reflejada, variando las longitudes de
onda reflejadas en función del espesor de la capa de moléculas unida al biosensor,
concretamente a la capa óptica. Cualquier cambio en el número de moléculas unidas al
biosensor provoca un cambio que se mide en tiempo real. En primer lugar, se inmoviliza
el lípido, de manera que éste queda unido al biosensor. A continuación, se elimina el
lípido no inmovilizado mediante un lavado con tampón monocapas 1x y se incuba el





                       
                       
                   
 
                  
                           
                               
                           
                      
                           
          
 
                         
                           
                               
                         
                             
                             
                       
  
 
            
            
          
         
              
                
              
           
              
     
             
              
                
             
               
               
            

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Si existe interacción lípido‐proteína, veremos un aumento en la intensidad de señal.
Posteriormente, se lava el biosensor con tampón monocapas 1x, para visualizar la
ruptura de la unión lípido‐proteína (fase de disociación) (Figura 18).
 Ensayo de fluorescencia basado en el desplazamiento de 1,8‐ANS:
La determinación de la interacción del alérgeno Ole e 7 con lípidos de distinta
naturaleza se llevó a cabo mediante un ensayo de fluorescencia en el que se cuantificó la
capacidad de la sonda 1,8‐ANS para desplazar a un lípido ubicado en la cavidad
hidrofóbica que poseen ciertas proteínas, entre ellas las nsLTPs (Figura 19).
Figura 19. Esquema del análisis de la interacción lípido‐proteína mediante fluorescencia basado en el
desplazamiento de la sonda 1,8‐ANS.
Se utilizaron LUVs o especies puras en función de la naturaleza del lípido.
Inicialmente se incubó la proteína (5  μM) con cada uno de los lípidos, a distintas
concentraciones (5, 25 y 50 μM), durante toda la noche a 4ºC en agitación. El ensayo se
realizó en placas hidrofílicas de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc) donde se añadían 100 μL
de la interacción lípido‐proteína y 1  μL de 1,8‐ANS (20  μM), y después de 5 min se
cuantificó la fluorescencia emitida a 456 nm, tras excitación a 350 nm, en un FLUOstar





                           
                         
 
                      
          
                                 
                                 
                                   
                         
                       
                           
                        
 
                          
     
                             
                     
                           
                               
                               
                               
                   
                       
                             
                         
                       
                             
                 
  
 
              
             
	            
     
                 
                 
                  
             
            
              
            
	              
   
               
           
              
                
                
                
          
            
               
             
            
               
          

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
positivo de fluorescencia se añadió la proteína en ausencia de lípido mientras que como
control negativo se añadió cada uno de los lípidos en ausencia de proteína.
 Análisis mediante CD de alteraciones en la estructura secundaria de proteínas
tras la interacción con lípidos:
Se incubó rOle e 7 con SUVs de PG, PG: Chol (relación molar 2:1) y OLE, durante
toda la noche a 4ºC en agitación. La concentración final de proteína y lípido fue de 0.2
μg/μL en un volumen final de 200  μL. Tanto Ole e 7 como las SUVs de los lípidos se
resuspendieron en tampón fosfato pH 7.5. Los espectros se realizaron bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente, restando la contribución de las SUVs de los lípidos
indicados anteriormente en ausencia de proteína al CD, para así observar los cambios en
la estructura secundaria de la proteína producidos por la interacción con éstos.
 Modificación de la capacidad alergénica de Ole e 7 como consecuencia de la
interacción con lípidos:
Se analizaron los cambios en la capacidad alergénica de Ole e 7 debidos a la
interacción lípido‐proteína mediante ensayos de inhibición por ELISA. Para este ensayo
se utilizaron placas de 96 pocillos de poliestireno de alta capacidad de unión (Costar).
Cada pocillo se tapizó con rOle e 7, previamente incubada durante toda la noche a 4ºC
en agitación con PG, PG: Chol, Chol, PAL y OLE. La concentración final de proteína por
pocillo era de 0.5 μg mientras que la concentración final de lípido era de 15 μM. Tras el
tapizado, se incubó la interacción lípido‐proteína utilizando el protocolo descrito
anteriormente para ELISA directo, incubando con sueros individuales alérgicos a Ole e
7 (n=6) (dil 1:10) durante 2 h a temperatura ambiente. Todas las incubaciones se llevaron
a cabo a temperatura ambiente. Los cambios en cuanto al reconocimiento IgE en
presencia de lípido, se calcularon respecto al reconocimiento detectado en unidades de
absorbancia para la proteína, Ole e 7, en ausencia de lípido. Asimismo, se tapizaron los






































































                     
                                               




                     
                         
  
           
          
      
  
           




Capítulo I. Identificación de nuevos alérgenos de relevancia clínica de pólenes
de salsola y olivo implicados en procesos de reactividad cruzada:
Sal k 6 y Ole e 14.
ARTÍCULO I
A relevant IgE‐reactive 28 kDa protein identified from Salsola kali pollen












                             
                       
                         
                             
                               
       
                           
                               
                      
                     
                         
                             
                       
                        
                                   
                           
                           
                           
                           
                               
                                   
                           
                                 
    
                               
                   




               
            
             
               
                
    
              
                
           
           
             
               
            
            
                  
              
              
              
              
                
                  
              
                 
  
                
          
         
 




RESULTADOS: ARTÍCULO I 
El polen de salsola (Salsola kali) supone una de las principales causas de polinosis dentro
de la cuenca mediterránea, y especialmente en regiones donde los procesos de
desertificación y salinización del suelo son cada vez mayores como ocurre en Murcia,
Alicante o Zaragoza. Aunque en la actualidad se han descrito siete alérgenos en el polen
de S. kali, en el momento en que se inició este estudio únicamente se habían descrito
cinco de estos alérgenos.
En este trabajo se identificó un nuevo alérgeno mediante proteómica a partir de una
banda proteica de 28 kDa identificada en el extracto del polen de S. kali, que era
reconocida por sueros de pacientes sensibilizados al polen de esta Amaranthaceae.
Esta banda se analizó mediante huella peptídica, identificándose como una enzima
poligalacturonasa caracterizada por poseer un pI de 7.14 y una masa molecular teórica
de 39.5 kDa. El análisis proteómico de esta banda, junto con el estudio comparativo con
PGs de distintas fuentes biológicas, permitió su catalogación como un nuevo alérgeno,
registrándose éste como Sal k 6 de acuerdo con la nomenclatura WHO/IUIS.
El cDNA de Sal k 6 se subclonó en el vector pET41b, para su posterior expresión en E.
coli como una proteína recombinante con una secuencia de 8 His fusionadas a su
carboxilo terminal. El correcto plegamiento de la estructura secundaria de rSal k 6 se
determinó por CD. La incubación del extracto polínico de S. kali con un anticuerpo
específico para rSal k 6 y el análisis mediante LC‐MS/MS, confirmaron la coexistencia de
la banda de 28 kDa junto con una banda alergénica de aproximadamente 47 kDa en el
extracto de este polen. La inhibición de la unión IgE al extracto de polen de S. kali usando
rSal k 6 como inhibidor, mostró una inhibición completa de ambas bandas, lo que
confirmaba que la banda de 28 kDa era un producto de degradación de la PG natural de
47 kDa.
Por otro lado, se estimó la prevalencia de Sal k 6 en las tres poblaciones anteriormente
mencionadas ‐Murcia, Alicante y Zaragoza‐, alcanzando una prevalencia media del 30%,






                                 
                         
                         
                                 
                           














                             
                             
                               
                               
                                 




                 
             
             
                 
              
      
               
               
                
                
                 




RESULTADOS: ARTÍCULO I 
Por último, se determinó el papel de Sal k 6 en procesos de reactividad cruzada con PGs
presentes en otras fuentes biológicas, concluyendo que Sal k 6 compartía epítopos IgE
con miembros de la familia Oleaceae (Fraxinus excelsior, Olea europaea y Syringa vulgaris),
con unos valores de inhibición de la unión IgE que oscilaban entre el 20% y el 60%,
respectivamente. Por el contrario, no se observó inhibición de la unión IgE con extractos
proteicos de alimentos derivados de plantas.
Este trabajo forma parte de una investigación realizada en colaboración con el Dr. Salvador Mas
García, contando con su consentimiento firmado para la inclusión de ésta en la presente Tesis
Doctoral. Mi aportación a este trabajo ha consistido en el análisis proteómico de un fragmento de
degradación de la proteína alergénica, que permitió la identificación de Sal k 6 como un nuevo
alérgeno del polen de S. kali. Asimismo, llevé a cabo la expresión y purificación de dicho alérgeno






                                                     
   
   



































































































































Supplementary Figure 1 
Fig. S1. Immunostaining of 40 µg of pollen protein extract from S. kali with  
individual sera from S. kali pollen sensitized patients. The band of about 28 kDa is 
highlighted. Molecular mass markers are shown.
Supplementary Figure 2 
Fig. S2. Allergenic potency of rSal k 6 in the three populations of sensitized patients 
to S. kali pollen from Spain was calculated as the mean absorbance (circle) at 492 
nm of the rSal k 6-positive patients. Standard deviation is also included in the graph. 
The count level of grains/m3 of Amaranthaceae pollen in the three regions of precedence 







   
  
  
    
 








Supplementary Figure 3 
Fig. S3. Absence of cross-reactive polygalacturonases from different plant-derived 
food sources with Sal k 6 was confirmed by immunostaining and IgE-inhibition 
experiments. (A) 40 µg of blotted indicated pollen protein extracts used in Fig. 6 were
immunostained with a polyclonal antiserum raised against recombinant Sal k 6 to identify 
potential cross-reactive PGs. (B) 40 µg of blotted indicated plant-derived food protein 
extracts used were immunostained with a polyclonal antiserum raised against 
recombinant Sal k 6 to identify potential cross-reactive PGs in plant-derived food 
extracts. (C) Inhibition of the IgE-binding ability to 200 ng of rSal k 6 using the indicated
plant-derived food protein extracts as inhibitors and a pool of Sal k 6-positive sera (n=5) 
by ELISA. Values of inhibition in percentage were calculated according to: [1-
















































































                     











           
               
  
  




Capítulo I. Identificación de nuevos alérgenos de relevancia clínica del polen
de salsola y olivo implicados en procesos de reactividad cruzada: Sal k 6 y Ole
e 14.
ARTÍCULO II




















                       
                           
                         
                         
                           
                             
                                 
                  
                             
                     
                             
                     
                           
  
                                 
                                 
                             
                               
  
                         
                           
                           
                         
                             
                           
                             
                           
                           
                               
  
 
            
              
             
             
              
               
                 
         
               
           
               
           
              
 
                 
                 
               
                
 
             
              
              
             
               
              
               
              
              
                

 
RESULTADOS: ARTÍCULO II 
Algunas de las reacciones de reactividad cruzada entre PGs alergénicas de diferentes
fuentes biológicas han sido objeto de estudio en trabajos previos. De hecho, el alérgeno
del polen de salsola, Sal k 6, mostró reactividad cruzada con diferentes pólenes,
especialmente con pólenes de la familia Oleaceae. Sin embargo, hasta dicho estudio no
se había descrito la presencia de PGs en el polen de olivo (Olea europaea).
En este contexto, el objetivo del trabajo consistió en la obtención del cDNA completo de
una de las posibles PGs alergénicas presentes en el polen de olivo y el análisis de su
implicación en la posible reactividad cruzada con otras PGs.
El cDNA completo de la proteína se obtuvo mediante sucesivos ciclos de PCR. Una vez
obtenida la secuencia de esta poligalacturonasa, confirmamos su existencia en dicho
polen mediante una búsqueda en la base de datos del genoma de un olivo milenario
recientemente publicada. Así, se identificó una isoforma que compartía unos porcentajes
de identidad y similitud de secuencia con la isoforma clonada del 98 y 99%,
respectivamente.
El cDNA que codificaba la PG del polen de olivo se subclonó en el vector pET41b, para
posteriormente llevar a cabo su expresión en E. coli como una proteína de fusión a un tag
de 8 His situado en su extremo C‐terminal. La visualización de la PG clonada mediante
PAGE‐SDS mostró un pI y un peso molecular muy similares a los obtenidos para Sal k
6.
Respecto a su caracterización estructural, ésta se realizó de forma comparativa con el
alérgeno Sal k 6, al igual que la determinación de sus propiedades antigénicas y
alergénicas, las cuales se evaluaron mediante WB y ELISA. Para ello se utilizaron un
total de 492 sueros individuales de pacientes pertenecientes a diferentes regiones de la
Península Ibérica. Estos sueros pertenecían a áreas donde el cultivo del olivo es uno de
los principales recursos agrarios como ocurre en Jaén, Málaga o Ciudad Real, donde los
niveles de polen de olivo son muy elevados, o bien provenían de regiones donde existe
una marcada presencia de salsola, resultando el polen de esta maleza una de las
principales causas de alergia, como es el caso deMurcia, Alicante y Zaragoza. Asimismo,






                         
                                 
                         
                             
                               
                         
                  
                                 
                       
                         
                     
                         
                           











                         
         
  
 
             
                 
             
               
                
             
         
                 
            
             
           
             
              
             
             
      

 
RESULTADOS: ARTÍCULO II 
salsola es con frecuencia unamaleza contaminante en los olivares. El reconocimiento IgE
hacia la PG del polen de olivo, denominada Ole e 14 conforme a la nomenclatura de la
WHO/IUIS, era significativamente menor que el reconocimiento hacia Sal k 6, incluso en
pacientes sensibilizados al polen de olivo. Esto sugiere que la isoforma clonada de Ole e
14 está en baja presencia en el polen de olivo, tratándose así de un alérgeno minoritario,
o bien, podría tratarse de una forma hipoalergénica del alérgeno presente en la
naturaleza, pudiendo existir otras isoformas con mayor potencial alergénico.
Por último, se confirmó la existencia de reactividad cruzada no sólo con Sal k 6, sino con
PGs presentes en otras fuentes biológicas mediante experimentos de inhibición. Así, se
determinó que Ole e 14 también presentaba reactividad cruzada con miembros de la
familia Oleaceae y Poaceae. La identificación y producción de isoformas hipoalergénicas
que desencadenan respuestas de baja intensidad en el paciente supone una de las
estrategias que se abordan para llevar a cabo tratamientos de inmunoterapia frente a la
alergia, por lo que Ole e 14 podría ser utilizado con fines terapéuticos.
Los resultados obtenidos en esta investigación se publicaron en la revista “International Archives















































































































































   




















Online suppl. Material and Methods 
Analytical procedures 
SDS-PAGE was performed in 15% polyacrylamide gels under reducing 
conditions. Gels were stained with Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich) or transferred 
to nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences, Barcelona, Spain) according to 
Towbin method [1]. Molecular mass determinations were performed with unstained 
protein markers SM0431 (Fermentas) or with pre-stained protein molecular weight 
markers (BIO-RAD).  
Isoelectric focusing was achieved under reducing conditions in the presence of 3
mM tributylphosphine in a PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad) using 7 cm length, pH 3-10 
linear ReadyStrip IPG gels (Bio-Rad). After isoelectrofocusing, proteins were separated 
by SDS-PAGE in 15% polyacrylamide gels under reducing conditions in the presence of 
50 mM dithiothreitol and 3.7% iodoacetamide. Proteins were detected by Coomassie Blue 
R-250 (Sigma-Aldrich) staining or they were transferred to nitrocellulose membranes for
their immunological characterization after SDS-PAGE (Sigma-Aldrich). 
Cloning of the allergenic polygalacturonase from O. europaea pollen 
Total RNA from olive pollen was used to synthesize total cDNA using the 
SMART RACE cDNA amplification kit (BD Bioscience, Clontech, Madrid, Spain), as 
previously described [2]. Then, an Ole e 14 partial cDNA was obtained by PCR -as 
previously described [7]- using a sense 5´-ACTCATATGATCCCCCACAAT 
GGTGTCCGT-3´ and antisense 5´-AGAGCGGCCGCCTCGAGTTCACAA 
CCAGGAGGGATAGG-3´ degenerate oligonucleotides, which were designed from the
highly conserved amino acid sequence NTDGMHI in most PGs from different sources 
[7]. 
Then, the amplification of the whole olive pollen PG-encoding cDNA was
amplified by PCR using the partial cDNAs previously obtained using a sense - 5´-
actCATATGATCCCCCACAATGGTGTCCGT-3´ - and antisense 5´-AGAGCGGCC
GCCTCGAGttcacaaccaggagggatagg-3´ specific oligonucleotide which contained NdeI 











   





















purified, cloned into the pCR2.1 vector (Invitrogen, Groning, The Netherlands) and 
sequenced. 
Finally, the complete cDNA-encoding the whole Ole e 14 amino acid sequence 
without the signal peptide was subcloned into the pET41b plasmid (Novagen, Billerica, 
MA, USA) previously digested with NdeI and XhoI restriction enzymes. The obtained 
pET41b/Ole e 14 construct was used to transform BL21(DE3) E. coli cells to produce Ole 
e 14 as a fusion protein to an 8xHis-tag at the C-terminal end.
Expression and purification of Ole e 14 
BL21(DE3) cells containing the recombinant constructs were grown overnight at 
37ºC in LB medium supplemented with 100 µg/mL kanamycin until reach an optical
density at 600 nm of 1.0. Then, cell cultures were induced with 1 mM  IPTG and  
maintained at 16ºC for 48 h. Then, cells were harvested by centrifugation at 5000 rpm 
during 15 min at 4ºC and inclusion bodies solubilized during 1 hour with 20 mM Tris-
HCl pH 8.0, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole and 1 mM 2-mercaptoethanol containing 6 
M guanidine hydrochloride. Cultures were clarified by centrifugation at 13000 rpm 
during 30 min at 4ºC and the supernatant containing Ole e 14 used to purify the 
recombinant allergen. Briefly, Ole e 14 containing material was applied at 1 mL/min into 
a His-Trap FF crude (GE Healthcare, Madrid, Spain) for obtaining the protein by 
refolding on column. To that end, the column was washed with 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
0.5 M NaCl, 20 mM imidazole and 1 mM 2-mercaptoethanol containing 6 M urea. Then, 
a 60 min gradient to 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole and 1 mM
2-mercaptoethanol was performed for the refolding of the protein. Finally, the
recombinant protein was eluted by an isocratic gradient with the same buffer containing 
0.5 M imidazole.  
Fractions containing the protein were analyzed by Coomassie Blue R-250 (Sigma-
Aldrich) staining and WB after SDS-PAGE using sera from allergic patients or a pAb 
raised against Ole e 14, pooled, dialyzed against 50 mM ammonium bicarbonate, and 
stored at -80ºC until its use. The concentration of the purified recombinant proteins was
calculated by spectroscopy in a DU-7 spectrometer (Beckman, Barcelona, Spain) using 
the theoretical extinction calculated with the ProtParam Software [3] of 0.59 for Ole e 14 





















RESULTADOS: ARTÍCULO II 
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Supplementary Figure S1. Study of the Ole e 14 nucleotide and amino acid 
sequences. 
A Nucleotide and amino acid sequences of Ole e 14 are depicted. Aspartic residues 
described to be involved in the enzymatic activity of PGs are boxed with a dashed line. B
Confirmation of the existence in olive pollen of the cloned Ole e 14 isoform. Identity and 
similarity percentages between them were calculated using the cloned Ole e 14 as















Supplementary Figure S2. Polygalacturonase sequences observed in the database of
olive tree genome. The three identified polygalacturonase isoforms more similar to Sal
k 6 than Ole e 14 in olive are shown in the figure in comparison to both allergens. Identity 
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Capítulo II. Obtención de la secuencia completa de aminoácidos y producción
recombinante del alérgeno Ole e 7.
ARTÍCULO III
A recombinant isoform of the Ole e 7 olive pollen allergen assembled by de












                                 
                             
                         
                         
                             
                           
                       
                       
                                 
                         
                       
                         
                         
                         
                     
                    
                                   
                       
                     
                           
                             
                                     
                         
                                 
                       
                       
                             
                   
                           
         
   
                 
               
             
             
               
              
            
            
                 
             
            
             
             
             
           
          
                  
            
           
              
               
                   
             
                 
            
            
               
          
              




En la actualidad se han descrito un total de 14 aeroalérgenos en el polen de olivo, entre
ellos Ole e 7, una proteína transferidora de lípidos (nsLTP) de clase 1 responsable de
síntomas severos, entre ellos asma o shock anafiláctico, y reacciones adversas durante la
administración de inmunoterapia. Ole e 7 es un alérgeno minoritario en términos de
concentración en el polen de olivo y secundario en la mayor parte de las regiones
españolas estudiadas. Sin embargo, en áreas con altos niveles de este polen, como ocurre
en la región de Andalucía, es un alérgeno principal, sustituyendo en determinados
pacientes a Ole e 1 como agente sensibilizador al polen de olivo.
A pesar de que este alérgeno fue identificado en la década de los 90, hasta este trabajo
no se pudo determinar su secuencia completa de aminoácidos debido a que las
estrategias llevadas a cabo no permitieron su obtención, impidiendo, por tanto, la
producción recombinante del mismo y su caracterización. Este estudio se ha centrado en
la determinación de la estructura primaria completa de Ole e 7 mediante secuenciación
de novo por espectrometría de masas, para posteriormente sintetizar su cDNA y producir
una isoforma recombinante del alérgeno que permita su caracterización estructural e
inmunológica en comparación con la molécula natural aislada del polen.
Para ello, la proteína natural del polen se visualizó en un gel 2D y, el spot resultante, se
digirió en gel con tripsina, analizándose los fragmentos obtenidos tras dicha digestión
mediante LC‐MS/MS. Durante el análisis proteómico se obtuvieron espectros de doble
fragmentación (CID y HCD) que permitieron la obtención de un total de 457 secuencias
peptídicas de novo, de las cuales se seleccionaron 13 para el ensamblaje de la secuencia
completa de Ole e 7 de acuerdo con la frecuencia en la que éstas aparecían a lo largo del
análisis. Una vez obtenida la secuencia completa de la proteína alergénica, se sintetizó
su cDNA y se clonó en el vector pPICZαA para su expresión en la levadura P. pastoris.
El análisis de la estructura secundaria del alérgeno se realizó mediante dicroísmo
circular mientras que su caracterización inmunológica se llevó a cabo mediante WB,
ELISA y ensayos celulares. Así, se demostró que la forma recombinante de Ole e 7
conservaba las propiedades estructurales, alergénicas y antigénicas del alérgeno natural
del polen, mostrando el reconocimiento IgE de los pacientes de las variantes natural y





                             
                         



















                             
                         
                           
   
   
               
             
                   
 
               
             
              




En conclusión, la obtención mediante proteómica de la secuencia completa de Ole e 7 ha
permitido un estudio en profundidad del alérgeno, que no había sido posible utilizando
la forma natural de Ole e 7 debido a las bajas cantidades en que se obtiene a partir del
polen.
El análisis proteómico mediante MS se llevó cabo en colaboración con el Servicio de Proteómica
del Centro de Investigaciones Científicas (CIB‐CSIS) bajo la supervisión de la Dra. María López‐


















































































































Materials and methods 
Protein extracts, nOle e 7 purification and antibodies 
Pollen from Olea europaea was obtained from ALK-Abelló (Madrid, Spain). Other 
pollens were from Allergon. Olive tree pollen extract was obtained as previously 
described [1]. Other pollen and plant-derived food extracts were prepared as indicated [2, 
3]. Protein extract concentration was determined according to Lowry et al. [4].  
Rabbit polyclonal antiserum against Ole e 7 protein was obtained accomplishing 
the Ethic Guidelines of Complutense University of Madrid. Horseradish peroxidase-
labeled goat polyclonal antibody against mouse IgG was purchased from Pierce Chemical 
Co. (Rockford, IL, USA). Horseradish peroxidase-labeled mouse monoclonal anti-IgE
antibody (Alk-Abelló) against rabbit IgG was obtained from Bio-Rad (Richmond, CA, 
USA). 
Two-dimensional gel electrophoresis (2DE) 
Isoelectric focusing was achieved under reducing conditions in the presence of 3 mM 
tributylphosphine in a PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad) using 7 cm length, pH 3-10 linear 
ReadyStrip IPG gels (Bio-Rad). After isoelectrofocusing, proteins were separated by 
SDS-PAGE in 17% polyacrylamide gels under reducing conditions in the presence of 50 
mM dithiothreitol and 3.7% iodoacetamide and stained with colloidal Coomassie Blue
(CB). 
Analytical procedures
17% polyacrylamide SDS-PAGE gels were stained with Coomassie Blue R-250 
(Sigma-Aldrich) or transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences, 
Barcelona, Spain) according to Towbin method [5] for WB analysis. Molecular mass 
determinations were performed with unstained protein markers SM0431 (Fermentas) or 
with pre-stained protein molecular weight markers (BIO-RAD). 
The concentration of the purified proteins was calculated by spectroscopy in a 
DU-7 spectrometer (Beckman, Barcelona, Spain) using the Ole e 7 theoretical extinction 
































rOle e 7 expression and purification
The synthetic cDNA-encoding sequence of Ole e 7 optimized for its expression in P.
pastoris yeast was purchased from IDT DNA Technologies (Supporting Figure 1). The 
restriction sites for XhoI and SacII were included into the 5´ and 3´ ends of the Ole e 7-
encoding cDNA, respectively, to directly clone the cDNA in pPICZαA vector previously 
digested with both restriction enzymes to subsequently express the protein in KM71H
strain of P. pastoris yeast according to established protocols [7]. 
To produce rOle e 7, selected transformed KM71H cells, growing under
YPD/zeocin, were cultured for 48 h in buffered minimal glycerol medium (BMG) at 30ºC, 
supplemented with 25 µg/mL zeocin. Then, cells were centrifuged at 5000 rpm during 20 
min and resuspended in one-fifth of the original volume with buffered methanol minimal 
medium (BMM), enhancing the induction of the AOX1 promoter. Cultures were induced 
for 8 days, adding 0.5% methanol every 24 h. After induction, supernatant containing the
recombinant allergen was clarified by centrifugation at 5000 rpm during 20 min, dialyzed, 
and used to purify rOle e 7. 
rOle e 7 was purified by two consecutive chromatographic steps in medium and 
superfine Sephadex G50 (Amersham Biosciences). Then, a last step by reverse-phase 
HPLC in a Nucleobond column (5µm x 4.6mm x 25cm) was used to obtain the protein to 
homogeneity. Fractions were analyzed by Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich)
staining or alternatively by WB after SDS-PAGE. Purified rOle e 7 was pooled, 
lyophilized and resuspended in 20mM ammonium bicarbonate and stored at -80ºC until 
use. 
Circular Dichroism spectroscopic analyses
The CD spectrum of rOle e 7 was recorded in the far –UV (190−250 nm wavelength on 
a JASCO J-715 spectropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., Tokyo, Japan) using an 
optical-path cell. CDNN CD spectra deconvolution software was used to analyze the CD 
spectra obtained. 
Thermal unfolding was followed by monitoring the ellipticity at 220 nm on 
heating (25-85ºC) or cooling (85-25ºC) conditions at 0.5 ºC/min with a computer-












     
 












RESULTADOS: ARTÍCULO III 
Immunological characterization 
For WB analysis, immunodetection on membranes was achieved by incubating with 
individual human sera (diluted 1:10), anti-human IgE monoclonal antibody (diluted 
1:5000) and anti-mouse IgG horseradish peroxidase-labeled antibody (1:2500). 
Alternatively, either a mouse polyclonal antiserum (pAb) raised against Ole e 7 (diluted 
1:10000) followed by an anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-labeled polyclonal 
antibody (1:3000) was used. For WB inhibition assays, individual sera (diluted 1:10) or
the specific mouse polyclonal antisera raised against Ole e 7 (diluted 1: 20000) were pre-
incubated with PBS and 5µg of natural or recombinant proteins. Chemiluminiscent signal
was developed using ECL-Western blotting reagent (Amersham Bioscience) or 
WesternBrightTM QUANTUM (Advansta) reagents. 
Indirect ELISA was performed in 96-well plates (Costar) coated with 0.1 µg 
natural or recombinant protein per well. For inhibition assays, individual human sera 
(n=3) (diluted 1:10) or the specific polyclonal antiserum raised against Ole e 7 (diluted
1:20000) were previously incubated with 0.5µg or 5 µg of both natural or recombinant 
proteins as inhibitors. Indirect ELISA inhibition tests were performed as previously 
described [8], using 20 or 200µg of pollen or plant-derived food extracts as inhibitors.  
Binding of human IgE was detected by an anti-human IgE monoclonal antibody 
(diluted 1:5000) followed by goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase-labeled 
antibody (diluted 1:2500). Binding of the specific polyclonal antisera for the natural or 
recombinant Ole e 7 was detected by goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-labeled 
antibody (1:3000). Signal was measured at 492 nm in an iMark microplate absorbance 
reader (Bio-Rad). Peroxidase reaction was detected by using 50 μL per well  of a  
developing solution (0.63 mg/mL o-Phenylendiamine in 0.1 M sodium citrate 4%
methanol containing 1.6 μL/mL 30% H2O2). The reaction was stopped with 50 μL 3N 
H2SO4. 
Cell-based allergic mediator release assays 
The release of mediators of allergic response induced by recombinant and natural Ole e
7 was analysed in basophils and RBL-2H3 cells. Basophil Test Activation (BAT) was 
performed as previously described [9]. After blood-cell separation, 50 μL of each 
patient’s cell suspension were incubated with 50 μL of a fixed protein concentration of 1 
µg/mL. To evaluate background basal values without stimulation (negative control), we






























suspension. A positive response was concluded for values ≥15%, and stimulation index 
(antigen-specific response/basal level) ≥2. 
RBL-2H3 cells were cultured in minimum essential medium (MEM) containing 5% foetal 
bovine serum (FBS) with 100 UI/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin. Cells were
cultured in 75 cm2 tissue culture flasks, incubated at 37 °C in a humidified incubator 
under 5% (v/v) CO2. Twice a week the medium was changed using EDTA 0.01 M. All
cell cultures were confluent prior to being harvested for use in experiments. Cells were 
sensitized overnight at 37ºC with 5% of sera from allergic patients. After 12 h, cells were 
stimulated with either natural or recombinant Ole e 7 at two different concentrations 
(0.025 µg/mL and 2.5 µg/mL). To increase and stabilize the secretion of β-
hexosaminidase, 50% D2O was added to the Tyrode´s buffer used for the dilution of 
allergens [10]. For detection of the granular enzyme β-hexosaminidase, an enzymatic 
colorimetric assay was used as described previously [11]. Briefly, 1 h after stimulation of 
100 μL of cells, 30 μL of supernatant was transferred to a 96-well plate and mixed with 
50 μL of substrate solution (3.5 mg/mL p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide 
dissolved in 40 mM citric acid, pH 4.5). To calculate the total β-hexosaminidase activity, 
cells were lysated with 100 μL of 0.1% Triton X-100 solution and incubated for 60 min 
at 37°C. Then, 100 μL of glycine 400 mM, pH 10.7, was added to each well, and the 
absorbance at 405 nm was measured. The percentage of β-hexosaminidase released was
calculated as a percentage of the total β-hexosaminidase content in the cells.
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Fig. S1. Nucleotide sequence of Ole e 7 derived from the proteomics assembling 
optimized for the expression of Ole e 7 in Pichia pastoris yeast. The XhoI and SacII 
restriction sites used to clone the cDNA in pPICZαA are underlined. The stop codon is 
highlighted in bold. In addition, the nucleotide sequence AAA AGA highlighted in italics
was introduced after XhoI to regenerate the Kex2 signal from the pPICZαA vector to 
express Ole e 7 as a secreted protein. 
Fig. S2. Alignment of the Ole e 7 amino acid sequence obtained by proteomics with
LTPs from the sequenced olive tree genome. Three different amino acid sequences 
were found in the recently reported olive tree genome [192], with an identity and 
similarity values ranging from 70-80% and 80-90% respectively. Amino acid sequences 
















































                         





                   
                
 
             
              
 
  
          
        

 
Capítulo III. Estudio de la influencia de los lípidos en la capacidad alergénica
de Ole e 7: interacción con fosfolípidos y ácidos grasos, y papel a nivel
interfacial.
ARTÍCULO IV
Biophysical and biological impact on structure and allergenicity of the










                       
                   
                       
                     
                             
   
                       
                         
                       
                           
                                     
                         
                             
                           
                     
                             
                           
                             
            
                           
                               
                       
                               
                        
                     
                             
                       
                               
                                 
                     
  
 
            
          
            
           
               
  
            
             
            
              
                   
             
               
              
           
               
              
               
      
              
                
            
                
            
           
               
            
                
                 




La alergia es una enfermedad multifactorial en la que proteínas procedentes de
diferentes fuentes biológicas son responsables del desencadenamiento de la respuesta
alérgica. Sin embargo, estas proteínas suelen ir acompañadas de otras moléculas, como
carbohidratos o lípidos, que influyen en dicha respuesta actuando como potenciadores
de la misma, o como ligandos de receptores localizados en la superficie de células del
sistema inmune.
Existen ciertas proteínas, como las nsLTPs, capaces de interaccionar con lípidos, los
cuales actúan como ligandos, uniéndose a ellas específicamente a través de la cavidad
hidrofóbica que poseen estas proteínas y formando un complejo lípido‐proteína que en
ciertas ocasiones modifica su capacidad alergénica. Entre ellas, destaca Ole e 7, la nsLTP
del polen de olivo. Como se ha mencionado en el capítulo anterior, Ole e 7 es uno de los
principales responsables de la alergia al polen de olivo, especialmente en regiones del
sur de la Península Ibérica donde los niveles de este polen son muy elevados. Además,
es un alérgeno de gran relevancia clínica dado que está asociado al desarrollo de
síntomas severos, incluido shock anafiláctico que puede ocasionar la muerte del
paciente. A pesar de la relevancia clínica de este alérgeno, todavía no se ha estudiado
cómo influye la interacción de éste con lípidos de distinta naturaleza a su capacidad
alergénica o el papel que juegan dichos lípidos en la entrada del alérgeno en el
organismo a través del epitelio pulmonar.
En este contexto, el estudio se ha centrado en determinar los posibles ligandos lipídicos
de Ole e 7 y evaluar los cambios producidos a nivel estructural e inmunológico en la
proteína consecuencia de dicha interacción, así como analizar su comportamiento a nivel
interfacial, clave en la entrada del alérgeno a través de las vías respiratorias y en su
posterior difusión y reconocimiento por parte de las células presentadoras de antígeno.
En primer lugar, confirmamos mediante ensayos de fluorescencia e interferometría que
Ole e 7 era capaz de unir específicamente una amplia variedad de fosfolípidos y ácidos
grasos, tanto saturados como insaturados, mostrando una mayor afinidad en la unión
hacia el ácido oleico. Por otro lado, analizamos in vitro, mediante CD, los cambios en la
estructura de Ole e 7 debidos a la interacción con el ácido oleico y otros lípidos, sin





                             
                         
                                 
                           
                   
                                   
                       














                                   
                           
               
  
 
               
             
                 
              
          
                  
            
       
                  
              
        

 
RESULTADOS: ARTÍCULO IV 
en la capacidad alergénica de la proteína a través del análisis por ELISA con sueros
individuales de pacientes sensibilizados al polen de olivo. Por otro lado, se determinó
que los residuos de Ole e 7 implicados en la interacción del alérgeno con el ácido oleico,
ligando con el que se ha observadomayor interacción, eran residuos de carácter alifático,
concretamente Leu18, Leu57, Leu72, Leu82, Leu85, Val33, Val36 and Val80.
Por último, se ha descrito por primera vez la capacidad interfacial de Ole e 7 y se han
obtenido evidencias de su actividad como proteína transferidora de lípidos utilizando el
surfactante pulmonar como modelo de complejos tensoactivos.
Este trabajo se ha realizado en colaboración con el grupo del Dr. Jesús Pérez Gil, llevándose a cabo
los experimentos de actividad interfacial en la Balanza de Wilhelmy incluidos en el presente
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Ole e 7 allergen from Olea europaea pollen reaches a major clinical relevance due to  
severe symptoms, such as anaphylaxis, which is responsible in regions with high olive
pollen counts. It is a non-specific lipid transfer protein (nsLTP), characterized by the 
presence of a tunnel-like hydrophobic cavity, which may be suitable for hosting and thus, 
transporting lipids -as it has been described for other nsLTPs-. The identification of the 
primary amino acid sequence of Ole e 7, and its production as a recombinant allergen, 
allowed us to characterize its lipid-binding properties and its effect at air-liquid interfaces. 
Fluorescence and interferometry experiments were performed using different 
phospholipid molecular species and free fatty acids to analyse the lipid-binding ability
and specificity of the allergen. Molecular modelling of the allergen was used to determine 
the potential regions involved in lipid interaction and the resultant changes in Ole e 7 
structure were analysed by circular dichroism spectroscopy. Changes in the IgE binding 
upon ligand interaction were determined by ELISA. Wilhelmy balance measurements and 
fluorescence surfactant adsorption tests were performed to analyze the surface activity of 
the allergen. Using these different approaches, we have demonstrated the ability of Ole e 
7 to interact and bind to a wide range of lipids, especially negatively charged 
phospholipids and oleic acid. We have also identified the protein structural regions and 
the residues potentially involved in that interaction, suggesting how lipid-protein 































Aeroallergen, nsLTP, oleic acid, phospholipids, interfacial activity, pulmonary 
surfactant.
Abbreviations 
nsLTP: non-specific Lipid Transfer Protein. 
Th2: T-helper 2 cell-response. 


































   
 















Prevalence of allergic diseases is
increasing worldwide, especially in 
developing countries [215]. Respiratory 
allergies constitute a growing health 
problem that affects around 25% of the 
population [216].  Most of allergic 
disorders are caused by the exposition to 
foreign and harmless molecules, called 
allergens. These antigens produce the 
activation of a T-helper 2 cell-response 
(Th2), with the subsequent specific IgE 
production and the onset of clinical 
symptoms [109]. In general, proteins are 
the main elicitors of an allergic response, 
but they are usually accompanied by 
other components such as carbohydrates 
or lipids. Increasing evidences suggest 
that these components may also promote 
a Th2 immune response profile, acting as
adjuvants [159]. In the case of lipids, they 
also act as natural ligands of certain 
allergenic proteins, and thus modifying 
their immunological properties [217-
219]. 
Several allergens from many protein 
families display lipid binding capacity: i)
Bet v 1-like proteins, ii) non-specific lipid 
transfer proteins (nsLTPs), iii) 2S 
albumins, iv) secretoglobins, v) 
lipocalins, vi) oleosins, and vii) mite 
group 2, 5 and 7 proteins [164, 165, 170, 
220-223]. Among them, nsLTPs, 
included in the prolamin protein 
superfamily [224], are a group of small
and soluble ~10 kDa proteins with an 
ubiquitous in the plant kingdom [93]. 
nsLTPs are cysteine-rich proteins which 
have four α-helixes stabilized by four 
conserved disulphide bridges. nsLTPs
share common features on their structure,
as the presence of a tunnel-like
hydrophobic cavity where the lipid-
binding site is located [225]. Other 
physiological roles described for nsLTPs
are cell wall organization, membrane 
stabilization and signal transduction
RESULTADOS: ARTÍCULO IV
[226]. Ole e 7, the olive pollen nsLTP, is
one of the main causes of allergy in the 
Mediterranean basin [66, 75]. This 
allergen has been associated to severe 
symptoms such as anaphylaxis [77]. 
Despite its clinical relevance, the 
influence of lipids on its structural and 
allergenic features remains to be studied.  
Aeroallergens, like Ole e 7, enter into the 
body through the upper airways, reaching 
the mucosal surface and making primary 
contact with two lipid-based barriers: the
pulmonary surfactant layers located on 
the outer side of the mucus, and the 
luminal plasma membrane of the airway 
epithelial cells. Pulmonary surfactant is a
complex mixture of lipids and proteins 
which covers the distal respiratory 
epithelium. It is mainly composed of 
phospholipids (80% by mass), mostly 
saturated such as phosphatidylcholine 
(DPPC), which is essential for pulmonary 
surfactant surface active properties.
Pulmonary surfactant also contains
proteins (6-8%), including the four
surfactant specific entities: SP-A, SP-B, 
SP-C and SP-D. The main role of 
pulmonary surfactant is to maintain an 
operative respiratory surface at the lungs 
[180]. Additionally, it is also involved in 
host defence and immune responses in the 
lung. In fact, there are many evidences 
that SP-A and SP-D collectins are 
mediators of allergen binding [181-183], 
and modulators of effector cell activity 
[227-229]. 
In the present study, we aimed the 
analysis of the lipid-binding capabilities
of the aeroallergen Ole e 7 and the impact 
of this interaction on its structure and 
allergenicity. We have also evaluated the 
interfacial behaviour of the allergen using 
models of phospholipid layers. Our data 
demonstrate  that Ole e 7 binds a wide  
range of lipid ligands, predominantly 
negatively charged phospholipids, and 


















































2. Materials and Methods 
2.1. Materials 
Native porcine lung surfactant was 
purified from bronchoalveolar lavage as 
previously described [207]. Surfactant 
concentration was measured according to 
Rouser et al [206]. Labelling of native 




phosphocoline) probe (Invitrogen). 
Briefly, native surfactant (0.5 mg/mL)
was resuspended in a buffered solution (5 
mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) 
containing BODIPY-PC in a molar ratio 
1:100, regarding the native surfactant 
concentration. Then, the mixture was
incubated at 37ºC for 1 h, with vigorous 





(DPPS), egg phosphatidylcholine (PC),
egg phosphatidylglycerol (PG), porcine 
brain phosphatidylserine (PS), porcine 
brain sphingomyelin (SM), and ovine 
cholesterol (Chol) were obtained from 
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). 
Palmitic acid (C16:0) (PAL) and oleic
acid (C18:1) (OLE) were obtained from
Sigma-Aldrich (San Luis, MO).  
2.2. Preparation of lipid mixtures and
lipid vesicles 
Lipids were dissolved or diluted in
chloroform:methanol (2:1, v/v): DPPC, 
DPPC:Chol (2:1), DPPG, DPPG:Chol 
(2:1), DPPS, DPPS:Chol (2:1), 
POPC:SM:Chol (2:1:1), PAL (C16:0) 
and OLE (C18:1). 
For liposome preparation, each 
phospholipid mixture was dried under
nitrogen stream. Vacuum was later 
applied for 2 h to remove organic solvent 
traces. Samples were hydrated in a buffer
solution (5 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 
7.4) at 42ºC, prior to use. Hydration was 
completed after 1 h of vigorous shaking 
every 10 min to reconstitute 
multilamellar suspensions. Experiments
were performed using the buffer solution 
described above, unless indicated. 
SUVs and LUVs were prepared by
extrusion of the multilamellar 
suspensions using polycarbonate filters 
with a pore size of 50 and 100 nm 
(Nucleopore, Whatman), respectively 
[230]. 
2.3. Purification of natural and 
recombinant olive pollen nsLTP 
Natural and recombinant Ole e 7 were 
obtained as previously described [133]. 
Both proteins were purified by size-
exclusion chromatography (Sephadex-50 
medium and superfine) and RP-HPLC, 
and analysed by 17% SDS-PAGE and by 
WB with rabbit antiserum against natural 
Ole e 7 (1:10000) [133]. 
2.4. Fluorescent ligand displacement 
assay 
Fluorescent ligand displacement (ANS)
assay was performed to detect protein-
ligand binding as previously reported by 
Pfeifer et al. [231]. The phospholipids 
PC, PG and PS, the mixtures PC:Chol 
(2:1), PG:Chol (2:1) and PS:Chol (2:1), 
the unsaturated fatty acid, OLE (C18:1), 
and the saturated fatty acid, PAL (C16:0),
were assessed for their abilities to 
compete with the fluorescent probe ANS 
(1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid) 
for the binding to rOle e 7. Each 
phospholipidic mixture was added as 
LUVs in the buffer solution, while fatty 
































    
 





















chloroform:methanol (2:1, v/v) solution. 
The allergen (5 μM) was incubated with 
each lipid at 1:1 and 1:100 molar ratios 
(protein:lipid). Ligand binding was 
analysed by adding 5 μM ANS, 
measuring the ANS fluorescence 
emission at 456 nm, upon excitation at 
350 nm. All samples were analysed in 
triplicate. rOle e 7 without ligands was 
used as positive control of the maximum 
insertion of ANS into the hydrophobic 
pocket of the protein, reporting the 
highest fluorescence levels. Lipid ligands 
alone were used as negative controls.
Fluorescence emission was measured in a 
FLUOstar OPTIMA microplate reader 
(BMG-Labtech, Ortenberg, Germany). 
2.5. Analysis of lipid-protein
interaction by interferometry
Lipid-protein interaction was also 
confirmed by using the BLItz system -
Bio- Layer Interferometry Technology -
(FortéBIO, Fremont, CA), which 
provides real-time data on protein 
interactions based on surface 
interferometry [232]. rOle e 7 interaction 
analysis was performed with PC, PG, PS, 
PC:Chol (2:1), PG:Chol (2:1), PS:Chol
(2:1) and POPC:SM:Chol (2:1:1) LUVs, 
using protein and lipid at final 
concentrations of 1 µg/µL. An 
aminopropylsilane (APS) biosensor was
used in the measurements because of its 
ability to adsorb proteins and other
molecules through hydrophobic moieties. 
First, the biosensor was moisturized in 
buffer solution (5 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7.4). After performing a 
baseline, the corresponding lipid was 
immobilized, removing the non-
immobilized ligand. Then, the association 
of rOle e 7 to the biosensor (in the 
presence of the immobilized ligand) was 
quantified. Both association and 
dissociation curves were recorded to 
determine lipid-protein interaction.  
2.6. Molecular modelling of Ole e 7
The  model of Ole e 7 allergen was  
generated using ExPASy SWISS-
MODEL [233] and nsLTP from peach 
(Pru p 3, PDB: 2b5s.2, 31.52% identity
with Ole e 7) as template. 
The three-dimensional structure model of 
Ole e 7 allergen was generated using I-
TASSER (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement) [234]. Among 
the structural templates used by I-
TASSER for modeling, the maize nsLTP 
(PDB: 1fk5.1, 36.56% identity with Ole e
7) was used, whose structure has been 
reported bound to OLE (C18:1) [235]. 
2.7. Circular dichroism spectroscopic 
analyses
The circular dichroism (CD) spectrum of
rOle e 7 in the absence or presence of  
lipids was recorded in the far UV 
(190−250 nm wavelength) region in a
JASCO J-715 spectropolarimeter (Japan 
Spectroscopic Co., Tokyo, Japan) using 
0.1 cm optical-path quartz cuvettes. 
CDNN software was used for CD spectra 
deconvolution [236]. 
To analyse changes in the secondary 
structure of the protein as a result of the 
lipid-protein interaction, PG and PG:Chol 
SUVs and OLE (C18:1) were used. rOle 
e 7 and the respective lipid were 
resuspended in sodium phosphate buffer
50 mM pH 7.5. The allergen (5 μM) was 
incubated with each lipid at 1:1 molar
ratio after optimizing the assay. 
Incubations before spectroscopic analysis 
were performed at 4ºC overnight under 
shaking. The scattering caused by SUVs
was corrected from the spectra before 





























































2.8. IgE-reactivity analysis 
96-well plates (Costar) were coated for 2 
h at room temperature with the indicated 
protein-lipid mixture, previously 
incubated at 4ºC overnight under shaking. 
Protein final concentration was 1 µM 
(equivalent to 1 µg/µL) and lipid 
concentration was 30 µM. Each well was 
blocked with phosphate-buffered saline 
pH 7.3 (NaCl 0.8% (p/v), KCl 0.02% 
(p/v), KH2PO4 0.02% (p/v) and 
Na2HPO4ꞏ12H2O 0.3% (p/v)) -blocking 
buffer-, containing 0.5% v/v Tween 20 
and 3% w/v calcium fat free  milk.  
Individual sera (n=4) from Ole e 7
allergic patients were diluted (1:10) in 
blocking buffer and added onto the
ELISA plates followed by an incubation 
at 37ºC for 2 h. Binding of human IgE 
was detected using a horseradish 
peroxidase-labeled mouse anti-human
IgE Fc (1:1000) (Southern Biotech, 
Waltham, MA). Peroxidase reaction was 
detected by using 50 μL per well of 0.63 
mg/mL o-Phenylendiamine in 0.1 M
sodium citrate 4% methanol containing 
1.6 μL/mL 30% H2O2. The reaction was 
stopped with 50 μL 3N H2SO4 and the 
corresponding optical density was
measured at 492 nm in an iMark 
microplate absorbance reader (Bio-Rad, 
Hercules, CA). 
2.9. Fluorescence surfactant 
adsorption test 
Ole e 7 interfacial adsorption ability was 
evaluated in 96-well microtiter plates
(Nunc®, Merck) as previously described 
[208], using a FLUORSTAR Optima
Microplate Reader (BMG Labtech, 
Offenburg, Germany). The allergen was
added to each well containing 80 μL of a
buffer solution (5 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7.4) and the strongly light-
absorbing Brilliant Black (BB, 5mg/mL) 
agent. Then, native surfactant from 
porcine lungs (25 µg/µL) labelled with 




phosphocholine - (1% molar ratio) was 
applied at the bottom of each well. The 
plate was incubated under orbital shaking 
and then, fluorescence intensity measured 
from above, as due to the adsorption of 
surfactant to the interface, was analysed 
for 1 h at 25°C. Obtained data were 
represented in relative fluorescence units
(RFU) as the mean of two replicate values 
corrected by background subtraction. A 
decrease in the fluorescence intensity
indicates an inhibition of the adsorption 
of lung surfactant to the interface due to
the presence of the allergen. Fluorescence 
achieved by the adsorption of natural 
surfactant in the absence of allergen was 
used as control of full surfactant 
adsorption activity. Inhibition by human
serum (25 µg/µL) was used as control of 
full inhibition.  
2.10. Wilhelmy balance measurements  
Adsorption of the allergen to the air-
liquid interface was also determined from 
the changes in surface pressure (ΔΠ) over 
a time interval of 35 min (Π-t isotherms). 
These studies were performed using a 
Wilhelmy teflon trough from NIMA 
Technologies (Coventry, UK)
thermostated at 25 ± 1ºC, with constant 
stirring. First, lipid monolayers were 
performed by depositing small volumes 
of the defined lipid solution (0.1 mg/mL)
in chloroform:methanol 2:1), until the 
required surface pressure was reached.  
After solvent evaporation, 10 µL of Ole e 
7 were injected into the buffer subphase 
(1.8 mL), at a final concentration of 1 μM, 
and the ΔΠ was monitored during 35 min. 
Surface pressure changes were measured
upon injection of the allergen against 






























   
  
   
  
 
   
   
   
   
  
   
     
 





   







Maximum increase in surface pressure 
(ΔΠmax) and critical insertion surface 
pressure (Πc) were estimated from ΔΠ 
versus Πi plots for each phospholipid 
mixture used. 
3. Results
3.1. Ole e 7 binds to a wide variety of 
lipids
The interaction of rOle e 7 with 
phospholipid vesicles (LUVs) or fatty 
acids was studied by a displacement assay
using the ANS probe, and by 
interferometry (Fig 1). Although the
highest protein-lipid binding, which 
corresponds to the lowest fluorescence 
values, was observed when the protein 
was incubated with the unsaturated fatty 
Figure 1. Binding assays by ANS 
displacement and interferometry
analysis of Ole e 7 with indicated
lipids. (A) Fluorescence changes
induced by the incubation of Ole e 7
with phospholipids liposomes and
fatty acids at two different molar 
ratios (protein:ligand 1:1 = 5 µM 
ligand, or 1:100 = 500 µM ligand). 
Fluorescence of Ole e 7 without lipid 
incubation was considered as negative
control of lipid binding. (B) Ole e 7 
biolayer interferometry sensorgram
after incubation with phospholipids. A
fix concentration of 1 µg/µL of protein
and lipid mixtures was used. 
Association and dissociation kinetics 




choline; SM, sphingomyelin; Chol, 
cholesterol; PAL (C16:0), palmitic
acid; OLE (18:1), oleic acid.
oleic acid (C18:1), we observed that Ole 
e 7 binds to a greater or lesser extent to all 
tested lipids (Fig 1A). 
Interferometry experiments supported the
results obtained by the ANS displacement
assay, with Ole e 7 being able to bind to 
all lipid mixtures with different affinity. 
We observed that PG affinity to rOle e 7,
but not PS, was decreased over time, 
suggesting that the interaction of rOle e 7 
with PG was less stable than with PS (Fig
1B). Moreover, the presence of Chol in 
the interaction of rOle e 7 with PS seems 
to stabilize the lipid-protein binding as
dissociation constant suggests. In contrast 
to the obtained results by ANS 
displacement assay, the interaction
between rOle e 7 and PC or PC:Chol (2:1) 
































       
   
   
   
    
 
 





    
      







3.2. Lipid interaction does not have a
large impact in the secondary 
structure of the allergen
Next, to evaluate changes in the
secondary structure of the allergen due to 
lipid binding, CD analysis after lipid-
protein interaction were performed (Fig 
2). Oleic acid (C18:1) was used because 
it showed the highest lipid-binding rates,
and PG:Chol (2:1) and PG liposomes
were used as models of phospholipid 
binding.
Figure 2. Analysis by CD of changes in the 
secondary structure of Ole e 7. CD spectra of
recombinant Ole e 7 after incubating with lipids 
at a fix molar ratio (protein:lipid 1:1= 5µM) in 
20mM sodium phosphate buffer 50 mM pH 7.5 
at 20 °C. 
Figure 3. Analysis of the IgE-binding to
recombinant Ole e 7 in presence or absence 
of indicated lipidic ligands. IgE-binding from
six Ole e 7-allergic patients was evaluated in
duplicate with recombinant Ole e 7 alone and 
after protein incubating with different
phospholipids liposomes and fatty acids.
Protein concentration was 1 µM (or 1 µg/µL)
Slight changes in the secondary structure 
of Ole e 7 were detected, with the highest
modifications observed after incubation 
with oleic acid (C18:1) and PG:Chol
(2:1). However, those differences did not 
exceed 5% in the contribution of α-helix 
to the secondary structure of the protein.
3.3.Modelling of the Ole e 7 - oleic 
acid complex  
Changes in the secondary structure 
further support that ligand binding might
slightly affect the overall 3D structure of 
Ole e 7 allergen. Then, to address this 
question and to get further insights into 
the interaction between Ole e 7 and oleic 
acid  (C18:1), we firstly performed a 3D 
model of that protein-fatty acid complex 
to identify the main amino acids involved 
in the oleic acid (C18:1) interaction. The 
3D model of Ole e 7 showed the 
traditional conformation of nsLTPs, with
a hydrophobic cavity formed between the 
four packed α-helices. That cavity acts 
like a deep tunnel where the oleic acid 
molecule fits between helix H2, H3 and 
H4 through interactions with the 
hydrophobic residues of the protein,
while the carboxylate portion is turned 
towards the solvent. Thus, Ole e 7 was in 
touch with oleic acid (C18:0) through the 
aliphatic residues Leu18, Leu57, Leu72, 
Leu82, Leu85, Val33, Val36 and Val80, 
and the Asp 81 residue (Supporting 
Figure 1). 
3.4. Lipid-binding does not modify the 
recognition of IgE epitopes in rOle 
e 7 
Next, the possible effect of protein-lipid 
interactions in the IgE-binding ability to 
Ole e 7 was examined by ELISA. 
Regardless changes in the protein 






































   
 
 
    
 













structure, no significant IgE-binding 
modifications were detected in any of the 
six-olive pollen allergic patients’ sera 
tested, in comparison to the ligand-free 
rOle e 7 (Fig 3). 
3.5. Ole e 7 shows interfacial 
adsorption at air-liquid interfaces 
We next evaluated the surface and 
phospholipid interaction abilities of Ole e 
7 as it may be a crucial feature for the 
allergic response triggered at the airways. 
First, we characterized the interfacial 
activity of Ole e 7. To this end, we
previously determined the optimal 
concentration of allergen to perform the
experiments, by following the increase in 
surface pressure reached by different 
amounts of allergen in the subphase 
[230]. The optimal concentration was 
thus fixed at 0.5 µM, reaching the
allergen a surface pressure of 11 mN/m
(Figure 4). Different lipid mixtures were
tested according to their high presence in
the pulmonary surfactant (DPPC), their 
charge (DPPS and DPPG) or the 
packaging that they may produce in cell 
membranes (POPC:SM:Chol as model of 
liquid-ordered domains [237]) (Fig 5, 
Supporting Figure 2). 
Injection of Ole e 7 into the subphase 
produced an increase in surface pressure 
in all cases, reaching the highest 
increment (ΔΠ) upon insertion into 
negatively-charged, DPPG and DPPS 
monolayers, with surface pressure values 
of 14.4 and 14.8 mN/m, respectively 
(Supporting Figure 3). These values were 
10.4 mN/m for DPPC and 11.2 mN/m for 
POPC:SM:Chol (2:1:1) (Supporting 
Figure 3). Conversely, using DPPC as
model of study, we detected a slight 
increment in the surface pressure of 
insertion of Ole e 7 when Chol was
present in the monolayer, resulting in a
maximum surface pressure of 17 mN/m
(Supporting Figure 3). 
In addition, the critical pressure of 
insertion (Πc), which indicates the 
theoretical maximum initial pressure that 
allows the insertion of the protein within 
a preformed lipid monolayer, was
estimated by extrapolating to the abscissa 
axis the regression lines obtained from 
the fitting of experimental data (Fig 5). 
Πc values were higher for insertion of the 
allergen into DPPS and DPPG 
monolayers, 14.7mN/m in both cases, 
than in DPPC films (Fig 5A). Moreover, 
Πc was substantially higher  in films of  
DPPC containing Chol (2:1 w/w) (20.5 
mN/m) than in pure DPPC monolayer 
(10.5 mN/m) (Fig 5B).   
3.6. Ole e 7 partially inhibits the
interfacial adsorption of
pulmonary surfactant 
Finally, the ability of Ole e 7 to inhibit the 
adsorption of pulmonary surfactant was
analysed using a fluorescence surfactant 
adsorption test (SAT). We also tested 
whether natural or recombinant Ole e 7
showed equivalent interfacial adsorption 
behaviour to confirm the viability of the 
use of the recombinant isoform produced 
[133]. Both natural and recombinant 
allergens displayed an equivalent 
capability to reduce the rate of adsorption 
of pulmonary surfactant to the air-liquid 
interface, especially at short periods of 
time (Fig 6). Next, the Ole e 7 interfacial
activity was compared to that of another 
allergen from olive pollen with marked
interfacial activity, Ole e 1 [230]. In 
contrast to Ole e 7, Ole e 1 inhibited 
completely the adsorption and spreading 
of native surfactant into the air-liquid 
interface at the highest concentrations 
tested (50 and 25 µg/µL), in a comparable 
manner to BSA, which also possess a 
marked interfacial activity [238-240]                   
(Fig 6). Interestingly, in a mixture of Ole
e 1 and Ole e 7, we observed that Ole e 7

















     
     
    










   
 
  
   
 
   
   
    
    












Figure 4. Interfacial adsorption kinetics of
Ole e 7. (A) Π-t isotherms (25 ± 1ºC) of Ole e 7
at different concentrations – 3 (●), 1.5 (○), 0.75
(▼), 0.375 (△) and 0.1875 (■) – injected in 
buffer solution (5 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7.4) at time = 0 (min). (B) Maximum surface 
pressure after 30 min after allergen injection 
(Π30min, mN/m). Hyperbolic trend for the
protein interfacial behaviour was shown. Solid
line shows the fits protein interfacial behaviour 
(r = 0.9031).
highest concentrations of Ole e 1 against 
pulmonary surfactant (Fig 6). 
4. Discussion
Non-specific lipid transfer proteins 
(nsLTPs) are relevant panallergens 
present in fruits, vegetables, nuts, pollen 
and latex [93]. These allergens present a 
hydrophobic cavity with the ability to 
accommodate a wide variety of lipids,
from phospholipids to fatty acids, 
Figure 5. Critical insertion pressure of Ole e 7
into preformed phospholipid monolayers. (A) 
Critical insertion of the allergen in DPPC, DPPG, 
DPPS, and POPC:SM:Chol (2:1:1) monolayers. 
(B) Critical insertion of the allergen in presence
of Chol, using DPPC:Chol monolayer as model.
The intersection with the horizontal axis allows
estimation of the critical insertion pressure (Πc)
in each film. All the assays were performed at 25 
± 1ºC. The subphase was composed of 5 mM Tris, 
150 mM NaCl, pH 7.4. All the experiments were
carried out by duplicate. 
interacting with apolar amino acids [241, 
242]. Although it is known that the ligand 
specificity depends on the protein family 
member [235, 243-248], the potential 
lipid ligands of most nsLTPs and the 
clinical effects produced by that 
interaction remain unclear. Related with
the affinity of nsLTPs to bind 
hydrophobic ligands, clarifying the 
potential interfacial properties of 
aeroallergens may facilitate the 
understanding of their behaviour once 















































few works have been focused on the study 
of the interfacial activity of clinically 
relevant allergens [230, 249]. In this 
sense, the obtention of the primary amino 
acid sequence of Ole e 7 by proteomics, 
and its recombinant production, made
possible to deepen onto these processes
[133]. 
In this study, we have investigated the 
lipid-binding ability of Ole e 7, the 
specificity of that binding and their effect 
on its structure and immunological 
properties. Furthermore, we checked 
whether Ole e 7 was able to interact with 
air-liquid interfaces efficiently, which 
may be linked to its potential in the 
allergic response development.  
Binding assays demonstrated that Ole e 7 
interacts with a wide range of lipid
ligands, as it has been described for other 
nsLTPs [250]. According to the literature, 
the lack of specificity of nsLTPs resides
on the high plasticity and flexibility 
showed by their lipid-binding cavity,
which influence in the protein-lipid 
interaction [251, 252]. Interestingly, it 
was a fatty acid, oleic acid, which 
showed the highest binding to Ole e 7, 
which agrees with other related studies
with nsLTPs, such as maize, peach, apple, 
hazelnut, sun flower seeds and walnut 
[235, 253-255]. In fact, we built a 3D 
structural model of Ole e 7 interacting  
with the oleci acid by using the maize
nsLTP as template. Hence, amino acids 
potentially involved in the lipid-protein 
interaction were determined (Supporting 
Fig 1). It was confirmed that most of them 
were aliphatic residues (Leu18, Leu37, 
Leu72, Leu82, Leu85, Val33, Val36 and 
Val80) as previously described for Jug r 
3, the nsLTP from nut [255]. Oleic acid is 
an unsaturated fatty acid with a long C18 
chain, and a double bond that imposes a
specific conformation, both optimal 
features for stable complexes, which are 
not present in saturated fatty acids such as 
palmitic acid (C16:0) [251, 255]. 
Moreover, Han et al. [235] suggest that 
oleic acid has a similar affinity to other
unsaturated fatty acids. Consequently, the 
interaction of Ole e 7 with other 
unsaturated fatty acids cannot be 
excluded. Regarding phospholipids, 
allergen interaction with PG and PS 
vesicles was reported, with or without the 
presence of Chol. The analysis of the 
interaction of the protein with lipid 
vesicles by interferometry allowed us to 
monitor the real-time interaction with 
lipid vesicles, which also determines their
binding stability. Hence, we observed 
that Ole e 7-PG or Ole e 7-PG:Chol (2:1) 
interaction was less stable than the 
interaction observed with PS or PS:Chol 
(2:1) vesicles. Furthermore, a high 
interaction of Ole e 7 with 
POPC:SM:Chol (2:1:1) LUVs was also 
observed, suggesting that Ole e 7 could 
potentially interact with eukaryotic 
plasma membranes [256, 257]. 
No significant modifications were 
detected in the secondary structure of the 
allergen upon binding to its ligand, with 
changes in the proportions of secondary 
structure elements below 5%. However,
these slight changes may produce the 
exposition of epitopes which would be 
hidden in the native conformation of the 
protein, modifying the immunological 
properties of the allergen [253, 254]. 
Hence, we performed the in vitro analysis 
of the IgE-binding capability of Ole e 7, 
in the absence or presence of lipid 
ligands. Our findings suggest that no 
additional IgE epitopes are exposed after 
lipid-binding, although modifications of 
the IgE recognition have been reported by 
others [254, 255]. Further studies could 
confirm the effect of lipid-binding on Ole 
e 7 allergenicity. 
Regarding the interfacial activity of the 
allergen, Wilhelmy plate experiments 
demonstrated that Ole e 7 was able to 
adsorb onto air-liquid interfaces. This 

























    
      
      
    
  
       




hydropathy calculated for the allergen might convey additional effects at the air-
(Supporting Fig 3) [258]. We estimated liquid interface related with its lipid-
the Grand average of hydropathicity transfer ability. 
(GRAVY) value in comparison to Ole e 1
[258], an olive pollen aeroallergen 
exhibiting a remarkable interfacial 
activity [230]. Ole e 7 and Ole e 1 reached
a GRAVY values of -0.105 and -0.473
respectively, which indicate that Ole e 7 
exhibits a higher hydrophobicity than Ole 
e 1 (Supporting Fig 3). Despite GRAVY 
theoretical values, Ole e 1 showed 
experimentally higher interfacial activity
than Ole e 7, suggesting that Ole e 7 
Once the interfacial capabilities of Ole e 
7 were confirmed, this feature was 
studied in the context of other surface-
active lipid-based complexes of 
physiological relevance, such as the 
pulmonary surfactant. Ole e 7 inhibited 
the adsorption of surfactant to the 
interface, as well as Ole e 1, although 
surfactant was able to spread against the 
allergen at the air-liquid interface at long 
term, indicative of a competitive
Figure 6. Effect of Ole e 7 on the interfacial adsorption kinetics of pulmonary surfactant. Interfacial 
adsorption was compared with the natural Ole e 7 allergen, Ole e 1 allergen and bovine serum albumin
(BSA) at five different concentrations of protein (50 mg/mL to 0.1 mg/mL). Data are expressed as
fluorescence intensity in relative fluorescence units (RFU) and represent the mean of 2 independent
experiments. Native surfactant (NS) was consider as positive control. Sera was considered as negative


























   
   























inhibition of the allergen to rapidly 
occupy the air-liquid interface instead of 
pulmonary surfactant. Differences 
observed between Ole e 7 and Ole e 1 
could be explained by the allergen size 
and its steric effect at occupying the 
interface. Ole e 1 is  a protein  with  
different glycoforms of 20 and 22 kDa
and shows a high trend to form oligomers
[130], rising higher molecular masses in 
contrast to the 9.8 kDa monomer of Ole e
7 [40]. Thus, at similar molar ratios,           
Ole e 7 would provide more space at the 
interface for other surfactant components 
while the size and disposition of Ole e 1
would difficult the spreading of those 
components to the air-liquid interface. 
Another explanation would imply the role 
playing by nsLTPs [102, 259, 260]. These 
proteins are characterized for transferring 
lipids between membranes, mainly 
phospholipids such as 
phosphatidylcholines (PC), 
phosphatidylinositols (PI), or 
phosphatidylglycerols (PG) [261-263] 
and, in this context, Ole e 7 could be 
effectively transferring surfactant lipids
to the interface. 
On the other hand, the adsorption of Ole 
e 7 to the interface seems to be 
determined by the charge of the lipid film, 
being higher when lipids are negatively 
charged. This agrees with the results from 
the binding assays, where a higher 
interaction affinity was achieved towards
PG and PS. In addition, a model of Ole e
7 was obtained taking as a model the 
structure of the nsLTP Pru p 3 from peach 
(Supporting Fig 4) [248]. It was relevant 
to observe that positively charged amino 
acids of the allergen are accumulated in 
α-helical segments, which may be 
involved in the direct interaction with 
biological membranes and lipid binding 
[264, 265]. Interestingly, those regions 
overlapped with the most hydrophobic 
regions of Ole e 7 according to the Kyte-
Doolittle diagram showed in Supporting
Fig 4, which supported the involvement
of these α-helix structures in the 
interaction of Ole e 7 with lipids. The 
spontaneous interaction/adsorption of 
aeroallergens such as Ole e 7 with lipid
layers such as those formed by pulmonary 
surfactant at the respiratory surface, or 
with the outer membranes of underlying 
epithelial cells, could be then a major 
determinant initiating their distribution at 
the airways and the initiation of their
effects in inducing pathophysiological 
effects. 
5. Conclusions 
In summary, we have here performed a
multidisciplinary study of the Ole e 7
aeroallergen which provides, for the first 
time, information about its lipid-binding 
capacity. Moreover, we modelled Ole e 7 
structures in the presence of oleic acid, a 
ligand with the highest binding affinity 
for the allergen. Furthermore, we have 
determined the adsorption of Ole e 7 into 
air-liquid interfaces free or occupied by 
phospholipids, which can be relevant to 
define the fate of the allergen after 
entering the airway mucosae and its 
potential to trigger the allergic response 
in the lung. Further studies should be 
performed to clarify the effects of Ole e 7 
once transferred from the interface into 
the epithelium and on the epithelial 
barrier integrity. 
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Supporting Figure 1. Model of the 3D structure of Ole e 7 based on non-specific lipid 
binding in maize lipid-transfer protein complexes with oleic acid. Ribbon diagram of
Ole 7 e model complexed with oleic acid. The figure was draw with the Chimera 1.8.1 
[211]. The model contains four α-helices H1 (dark blue), H2 (light blue), H3 (green), H4 
(yellow) and an oleic acid molecule (magenta). Amino acids involved in the lipid-protein 
interaction are shown. 
Supporting Figure 2. Interaction of Ole e 7 with DPPC, DPPG, DPPS, DPPC:Chol 
(2:1), and POPC:SM:Chol (2:1:1) films. Insertion/adsorption kinetics of Ole e 7 into
preformed phospholipid monolayers at different initial surface pressures (symbol lines).
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assays were performed at 25 ± 1ºC. The subphase was composed of 5 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7.4. All the experiments were carried out in duplicate. 
Supporting Figure 3. Hydrophobicity of Ole e 7 in comparison to Ole e 1 allergen.
Hydrophobicity profile and GRAVY value of the allergenic proteins was calculated 
according to [54]. The window size employed was 9 amino acids. Graph was made


















Supporting Figure 4. Molecular modelling of Ole e 7. The nsLTP structure from peach, 
Pru p 3, was used as model. (A) Amino acid sequence of Ole e 7. Positive charged amino 
acids – Lys, K – were marked in bold and negative charged amino acids – Asp, D – were 
underlined. Rows indicate Leu11, Val33, Ser55 and Val80, the amino acids with high 
hidrophobic character according to values calculated by using simulation at Expasy 
ProScale web server tool (http://web.expasy.org/protscale/); (B) Ribbon diagram of 
unligated Ole e 7. Amino acids Lys10, Lys35, Ser55 and Val80 are indicated. Red, (C-
D) Hydrophobic residues on the structure (C) and surface (D) are shown in white, polar 
residues are shown in yellow, negative charged residues are shown in red and positive 




                     





                     
                 
 
           
                 
   
  
           
         

 
Capítulo IV. Análisis de la reactividad cruzada polen‐alimento a través de
nsLTPs: Ole e 7 y Pru p 3 como modelo de estudio en regiones de alta presión
polínica por olivo.
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La sensibilización a nsLTPs constituye un problema emergente en muchas regiones de
la cuenca mediterránea, siendo muy relevantes desde el punto de vista clínico las
reacciones alérgicas hacia alimentos vegetales. Dentro de estas reacciones, destaca la
alergia a frutas de la familia Rosaceae como, por ejemplo, el melocotón, la cereza o la
manzana. Entre los pacientes que sufren este tipo de respuesta inmune, más del 62%
muestran sensibilización a otras nsLTPs, principalmente de alimentos, aunque también
hacia nsLTPs de pólenes. Por otro lado, en regiones donde la presencia de olivo es muy
intensa y los niveles de este polen son muy elevados, se observan pacientes
sensibilizados al alérgeno del polen de olivo Ole e 7 que muestran una co‐sensibilización
a la nsLTP del melocotón, Pru p 3. Sin embargo, hasta la fecha, no existen evidencias de
reactividad cruzada mediante estudios inmunológicos in vitro que expliquen dicha co‐
sensibilización.
El objetivo de este trabajo se ha centrado en el estudio de la relación entre Ole e 7 y Pru
p 3, para, en último término, mejorar tanto el diagnóstico como el tratamiento de los
pacientes alérgicos a ambas nsLTPs.
Para ello, se analizaron un total de 48 pacientes sensibilizados a Ole e 7 y/o Pru p 3, los
cuales se agruparon de acuerdo a su patrón de sensibilización (pacientes sensibilizados
a Ole e 7 o a Pru p 3, o pacientes sensibilizados a ambos alérgenos), determinándose los
niveles de IgE específica en suero frente a cada alérgeno mediante ImmunoCAP y
ELISA.
La existencia de reactividad cruzada entre Ole e 7 y Pru p 3 se analizó mediante
experimentos de inhibición tanto por ELISA como por WB, mientras que el
desencadenamiento de la respuesta alérgica en los pacientes, utilizando Ole e 7 o Pru p
3 como estímulo, se evaluó ex vivo e in vitromediante el Test de Activación de Basófilos
y la línea celular de basófilos de rata humanizados RBL‐2H3, respectivamente. Así, se
identificaron regiones de unión IgG e IgE comunes a ambos alérgenos en algunos
pacientes, lo que respalda, por primera vez, la existencia de procesos reactividad
cruzada entre estas nsLTPs.
Asimismo, los ensayos ex vivo e in vitro revelaron una respuesta frente a Pru p 3 en
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alérgeno Ole e 7 como sensibilizador primario en regiones con alta exposición al polen
de olivo, que llevaría a la sensibilización de la nsLTP del melocotón en ciertos pacientes.
Parte de los experimentos de este trabajo se realizaron durante una estancia breve en la Unidad
de Gestión Clínica de Inmunología y Alergia del Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba.
Esta colaboración permitió la evaluación de la respuesta alérgica de los pacientes incluidos en el
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Background: Ole e 7 is a non-specific lipid transfer protein (nsLTP) from olive pollen, 
one of the main allergenic pollens worldwide. This allergenic nsLTP is responsible for
severe symptoms in regions with high olive pollen exposure, where many Ole e 7-
sensitized patients exhibit a co-sensitization to the peach nsLTP, Pru p 3. However, there 
is no evidence of cross-reactivity which explains this observed co-sensitization. 
Therefore, the purpose of this study was to explore the relationship between Ole e 7 and 
Pru p 3. 
Methods: A total of 48 patients sensitized to Ole e 7 and/or Pru p 3 were included in the
study. Specific IgE serum levels were measured by ImmunoCAP 250 and ELISA. 
Inhibition assays were performed to determine the existence of cross-reactivity between 
both nsLTPs. Allergic response was analyzed ex vivo (Basophil Activation Test) and in 
vitro (RBL-2H3 mast cell model). 
Results: Common IgG and IgE epitopes were identified between both allergens. 
Inhibition of the IgE-binding was detected in Ole e 7-monosensitized patients using rPru 
p 3 as inhibitor, reaching inhibition values of 25 and 100%. Ex vivo and in vitro assays
revealed a response against rPru p 3 in four Ole e 7-monosensitized patients (31%).  
Conclusions: Our results suggest that Ole e 7 could play a new role as primary sensitizer
in regions with high olive pollen exposure, leading to the peach nsLTP sensitization. This 
co-sensitization process would occur because of the cross-reactivity between Ole e 7 and
Pru p 3 observed in some allergic patients. 
Short title
New insights into non-related nsLTPs sensitization 
Keywords 
Cross-reactivity, Non-specific Lipid Transfer Protein, Olive pollinosis, Peach allergy, 
Primary sensitization.  
Abbreviations 
BAT- Basophil Activation Test 
ELISA- Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
nsLTP- Non-specific Lipid Transfer Protein 
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The huge development of proteomics and 
molecular biology techniques in the last 
years has boosted the identification of 
specific proteins responsible for the 
allergic responses with the aim to 
improve the diagnosis and 
immunotherapy protocols of the 
pathology. The disease exacerbation is 
dependent on the severity of allergen-
specific symptoms or whether allergy is 
caused by a genuine sensitization 
(primary or species-specific) or by cross-
reactivity (1). Cross-reactivity is due to
the existence of IgEs, which recognize 
the same epitope in allergens from 
different biological sources (2). These
reactions have been widely described
among many allergenic protein families,
including pollen and food allergens (3-5).  
Non-specific Lipid Transfer Proteins
(nsLTPs) comprise a protein family of 7-
9 kDa, widely distributed throughout the 
plant kingdom (6). Notably, several 
members of the nsLTP family are  
considered main allergens in the 
Mediterranean area. Among them, Pru p 
3, the major allergen from peach, is one 
of the most frequently recognized fruit 
allergens and plays a relevant role in 
cross-reactivity, even with pollen LTPs
(7-10). Additionally, Pru p 3 behaves as 
the primary sensitizer in the development
of food allergy to Rosaceae species in 
regions where the presence of birch is rare
and the involvement of Bet v 1-like 
allergens is infrequent, such as in 
southern Europe (3, 11-13). However, it 
has been described that Pru p 3 could lose 
its primary sensitizer role in regions 
where birch is scarce and the presence of 
other pollens is intense (14, 15). 
Olive tree pollinosis is worldwide 
increasing due to its extensive cultivar. 
Indeed, it is a main allergenic source in 
California (US), China, India, Australia 
and South America beyond the 
Mediterranean Basin, where this pollen 
has been extensively studied (16). 
Fourteen olive pollen allergens have been 
identified so far (16-18). Among them, 
the  nsLTP Ole e 7 is  a  major  allergen  
associated to severe clinical symptoms in 
regions with high levels of olive pollen 
counts such as in Andalusia (Spain) (19, 
20). In this area, some allergic patients to 
Ole e 7 show clinical symptoms to 
Rosaceae fruits, being the co-
sensitization to Pru p 3 frequent. 
Despite the 31% of amino acid sequence 
identity reported between Ole e 7 and Pru 
p 3 (21), a co-sensitization to these two 
LTPs has been previously described in 
other Spanish regions (22). Therefore, an 
immunological relationship between Ole
e 7 and Pru p 3 may not be excluded, with 
Ole e 7 as the primary sensitizer in the 
development of peach allergy, especially
in areas with high exposure to olive 
pollen. However, the underlying causes 
of this co-sensitization have not yet been 
elucidated.
In this context, the aim of the present 
work was to explore the role of Ole e 7 in 
the sensitization process to peach by 
means of Pru p 3, in those regions with  
olive pollen counts over 5000 grains/m3, 
to get further insights into the underlying 
causes of a possible co-sensitization. To 
this end, we performed in vitro analysis 
of the IgE response to both allergens by 
ELISA and WB, followed by ex vivo and 
in vitro cellular response analyses in 
basophils and the RBL-2H3 mast cell line
model. 
We reported for the first-time evidences 
of cross-reactivity between Ole e 7 and  
Pru p 3, which had not yet been 
examined. Moreover, we identified four
















   
 


































developed a cellular response against Pru 
p 3, despite their unique sensitization to 
Ole e 7 by ImmunoCAP 250 and SPT. 
Our results suggest that Ole e 7 could 
behave as a primary sensitizer in regions 
with high olive pollen exposure,
producing a secondary sensitization to 
Pru p 3 with or without symptoms.  
Materials and Methods 
See the materials and methods section in 
this article's supporting information 
online for full details about protein
extracts, allergens and antibodies, IgG-
binding analysis, specific IgE binding to 
Ole e 7 and Pru p 3, cell-based allergic 
mediator release assays, and ELISA and 
WB inhibition assays. 
Patients
The study was approved by the Ethical 
Committees of the Reina Sofía University
Hospital, Córdoba, Spain (ref. 3033), and 
the Complutense University and Instituto 
de Salud Carlos III (CEI P49). Written 
informed consent was obtained from all 
patients. All samples were anonymously 
handled. 
A total of 48 patients recruited at the
Immunology and Allergy Department of 
the Reina Sofía University Hospital 
(Córdoba, Spain) with a confirmed 
history of allergy to olive pollen with 
sensitization to Ole e 7 and/or 
sensitization to LTP from peach (Pru p 3) 
were included in the study. Clinical 
evaluation included examination of 
patient history, SPT and determination of 
specific IgE (sIgE). The SPT was 
performed according to the European
guidelines (23), using commercial 
extracts from Olea europaea pollen and 
peach (ALK-Abello, Madrid, Spain). A
positive SPT response was considered
when the diameter of the wheal was 3 mm
greater than that induced by the negative 
control. sIgE to Ole e 7 and Pru p 3 were 
measured by ImmunoCAP 250 (Phadia, 
Uppsala, Sweden) according to the 
manufacturer recommendations.  
Patients were stratified according to their
sensitization status by ImmunoCAP 250 
(Supporting Table 1). In addition, all 
patients were also analyzed by SPT to O.
europaea and Pru p 3. Accordingly, three 
groups of study were defined: 
I. Ole e 7-monosensitized patients 
(n=13) had sIgE to Ole e 7 >0.35 
kU/L and sIgE to Pru p 3 <0.35 
kU/L. In addition, a positive SPT 
response to O. europaea pollen
and a negative SPT response to 
LTP-peach were observed in all 
patients.
II. Pru p 3-monosensitized patients 
(n=7) had sIgE to Pru p 3 >0.35 
kU/L and sIgE to Ole e 7 <0.35 
kU/L. In addition, a positive SPT 
response to Pru p 3 was observed 
in 71.43% of patients and a 
negative SPT to O. europaea 
pollen in all patients. 
III. Ole e 7 and Pru p 3-bisensitized 
patients (n=28) had a sIgE level 
>0.35 kU/L to both allergens. In 
addition, 60.71% of these patients 
showed a positive SPT response 
to Pru p 3 and 92.86% to O. 
europaea pollen. 
Patients sensitized to Ole e 7 exhibited 
rhinoconjunctivitis and bronchial asthma
due to the exposure to olive pollen. 
Patients sensitized to Pru p 3 had a 
clinical history of allergic reactions 




















   
   
 
 














    
 
  
    
 
 
   

 
fruits. Symptoms of food allergy included 
oral allergy syndrome (OAS), 
urticaria/angioedema, gastrointestinal 
symptoms or anaphylaxis. None of the 
patients had been treated with
immunotherapy for the last three years 
before the inclusion in the study or was
being treated with active immunotherapy. 
Results 
Ole e 7 displays IgE-cross-reactivity with 
nsLTPs from food-derived extracts 
Previous studies have described cross-
reactions between several LTPs from
different biological sources. 
Nevertheless, the role of Ole e 7 in these 
Figure 1. Identification of non-specific lipid 
transfer proteins cross-reactive to Ole e 7
from different pollen and food-derived
extracts. ELISA inhibitions were performed
with 20 or 200 μg of pollen (A) or food (B)
protein extracts as inhibitors. A pool of six Ole 
e 7-positive sera from olive pollen allergic 
patients sensitized to Ole e 7 was used in the 
assay. Experiments were performed in  
duplicate (p<0.05). 
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processes has not been clarified due to the 
low amount of natural Ole e 7 allergen 
obtained after its purification. The 
successful expression of Ole e 7, whose 
primary amino acid sequence was
obtained by proteomics and retains the 
structural, allergenic and antigenic
properties of the natural allergen (17), has 
enabled a deeper analysis of the cross-
reactivity of Ole e 7 with other LTPs.  
First, we surveyed different pollen and 
food-derived extracts by an ELISA 
inhibition test to determine whether any 
LTP could cross-react with Ole e 7. To 
this end, six pollen and ten food-derived 
extracts were used as inhibitors of the 
IgE-binding to Ole e 7 (Fig 1A, B). 
Regarding pollen extracts, O. europaea
used as control of the assay was almost 
able to completely inhibit the IgE-binding 
to Ole e 7. In addition, other members 
from the Oleaceae family showed 
significant inhibition values: 80% L. 
vulgare from Ligustrum genus, 56% S. 
vulgaris from Syringa genus and 65% F. 
excelsior from Fraxinus genus (Fig 1A). 
On the other hand, the highest significant 
inhibition with food-derived extracts was
observed for peach (P. persica) and pear 
(P. communis) extracts as inhibitors, with 
significant inhibition values of 67 and 
52% respectively (Fig 1B).  
These results suggest the existence of 
cross-reactions between Ole e 7 and LTPs 
from pollen and food-derived extracts. 
Ole e 7 and Pru p 3 share common IgG 
epitopes 
We next focused the study on the 
potential LTP pollen-food cross-
reactivity between Ole e 7 and Pru p 3 
because of their clinical relevance, even 
though they possess low amino acid 




















     
     
        
         
       
       
           







Figure 2. Physico-chemical and immunological analysis of recombinant Ole e 7 and Pru p 3. (A)
Analysis of 500 ng of the recombinant allergens by Coomassie Blue staining after SDS-PAGE. (B-D) 
Analysis of common antigenic features of Ole e 7 and Pru p 3 allergens by WB and ELISA. (B)
Immunostaining of 500 ng of rOle e 7 and Pru p 3 using the indicated polyclonal antisera (pAb). BSA 
nitrocellulose blotted was used as negative control of the assay. Signal was developed for 30 seconds
using ECL WesternBrightTM QUANTUM (Advansta) reagent for Ole e 7 with anti-Ole e 7 pAb and Pru 
p 3 with anti-Pru p 3 pAb, and for 3 min for the other determinations. (C-D) Analysis of 100 ng of
recombinant allergens coated in ELISA wells with indicated dilutions of Ole e 7- or Pru p 3-pAbs. All 
the experiments were performed in duplicate.
Prior to establish structural relationships binding to the native proteins was
analyzing the IgG recognition of both analyzed by ELISA (Fig 2C, D). In 
LTPs, the quality of the recombinant agreement with the previous results 
allergens was assessed by Coomassie obtained by WB, Pru p 3 polyclonal 
blue staining and mass spectrometry (Fig antiserum was able to recognize Ole e 7. 
2A, Supporting Fig 2). Then, the IgG- In contrast, although the specific Ole e 7 
binding to each allergen from each polyclonal antibody slightly recognized 
specific polyclonal antiserum to rOle e 7 Pru p 3, these results show the presence 
or rPru p 3 was analyzed by WB and of common IgG epitopes in both LTPs, 
ELISA (Fig 2B-D). which could also cause their cross-
reactivity at IgE level. Although Ole e 7 was also barely 
recognized by the Pru p 3 polyclonal To address this question, our next aim
antiserum by WB, Ole e 7 and Pru p 3 was to study the existence of common IgE 
were recognized by both polyclonal epitopes, and further analyzed their 














   
   
   
 


















   
  
   
  
   
   
 









   
potential IgE cross-reactivity by cellular 
assays. 
Some patients may recognize equivalent 
IgE epitopes from olive pollen and peach 
nsLTPs. 
Inhibition assays by ELISA and WB were 
performed using individual sera from two 
Ole e 7-monosensitized and four
bisensitized patients, whose sIgE levels 
were measured by ELISA and 
ImmunoCAP (Supporting Fig 3, 
Supporting Fig 4 and Supporting Table 
1). Both proteins were used on the solid 




Interestingly, the bisensitized patient 44 
used as control of IgE reactivity to both 
LTPs showed IgE-binding inhibition by 
ELISA as  well as WB. By ELISA,  a  
complete inhibition of the IgE-binding to 
rOle e 7 was obtained using both rOle e 7 
and rPru p 3 as inhibitors. In contrast,
inhibition to rPru p 3 was barely observed 
using rOle e 7 as inhibitor (Fig 3A, B). By 
WB, a complete inhibition to rOle e 7 was 
achieved using rOle e 7 and rPru p 3 as 
inhibitors, but the IgE-binding to rPru p 3 
was inhibited the 25% using rOle e 7 as
inhibitor (Fig 3C, D). In addition, three 
other bisensitized patients were analyzed
by ELISA (Supporting Fig 4). For 
patients 1 and 27, Ole e 7 or Pru p 3 as 
inhibitors were almost able to abrogate 
Figure 3. IgE-binding 
inhibition assays using sera  
from bisensitized and Ole e
7-monosensitized patients.
(A-D) ELISA and WB IgE-
binding inhibition assays
using sera from a patient 
bisensitized to Ole e 7 and Pru
p 3. (E-F) WB IgE-binding 
inhibition assays using sera 
from a patient monosensitized
to Ole e 7. ELISA was 
performed coating 100 ng of
recombinant proteins using 
indicated amounts of
inhibitors. WB was performed
using 200 ng of Pru p 3 or 500 
ng of Ole e 7 blotted in
nitrocellulose membranes and











































   
  
   

 
the IgE binding to each protein. On the 
other hand, similar results with that of 
patient 44 were also obtained for patient 
21. These results indicate, apart from the
heterogeneous IgE reactivity of patients,
that some IgE epitopes of Pru p 3 seem to
be absent  in Ole e 7,  especially in the  
native conditions of the protein.
However, we cannot discard that these 
epitopes could not be highly recognized 
by sIgEs from patients, being the affinity 
for those epitopes decisive to identify the 
epitopes involved in cross-reactions. 
Even so, although further experiments 
would be performed to determine the 
relevance of the different affinity of the
IgE, the inhibition of the IgE-binding 
observed in the experiments suggest the 
existence of common conformational and 
linear epitopes supporting the cross-
reactivity between both allergens. 
Surprisingly, the two Ole e 7-
monosensitized patients analyzed by WB 
showed an inhibition of the IgE binding 
to rOle e 7 of 25 and 100%, using rPru p 
3 as inhibitor (Fig 3E). No IgE binding 
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was detected to rPru p 3 strips by any 
patient. Furthermore, we explored the
differences on the IgE recognition to
those epitopes under denaturing and non-
denaturing conditions. A reduction of the
signal of about 15% was detected under 
non-denaturing conditions (Fig 3F). The 
lack of conformational epitopes of the 
protein in the presence of β-ME 
(denaturing conditions) suggests, besides 
the existence of common conformational 
epitopes observed by ELISA with 
bisensitized patients, the existence of 
common linear IgE epitopes for both 
allergens. 
Analysis of the release of cell mediators 
reveals that Ole e 7 could trigger the 
allergic response to the nsLTP from 
peach in Ole e 7-monosensitized patients. 
Next, we proceeded to study this
reactivity at IgE level in the forty-eight 
patients sensitized to Ole e 7 and/or Pru p 
3 according to ImmunoCAP 250 
(Supporting Figure 3 and Supporting 
Figure 4. Basophils 
degranulation (% CD63+) 
by rOle e 7 and r Pru p 3. (A) 
10 µg/mL of rOle e 7, or (B) 
rPru p 3 in blood samples of 
the study cohort (n=48). 
Comparisons between groups 
of patients of the study cohort
(n=48) were performed using
U Mann Whitney test. 
Furthermore, basophil
degranulation of the 6 selected
patients was analysed using 
0.1 µg/mL, 1 µg/mL and 10
µg/mL of rOle e 7 (C) or rPru
p 3 (D). N-Formil-Met-Leu-
Phe was used as positive 
control and phosphate buffer
saline as negative control.
Mean with standard error of 














































Table 1) by means of ex vivo cellular 
assays by BAT (Figure 4, Supporting 
Figure 5) and by in vitro analysis using 
the RBL-2H3 mastocyte cell model 
(Figure 5). 
Regarding the Ole e 7 response by BAT 
(Fig 4A), we observed that the percentage 
of degranulated basophils was
significantly higher in Ole e 7-
monosensitized and bisensitized patients 
than in Pru p 3-monosensitized patients 
(p=0.001 and p<0.001, respectively), 
whereas no significant differences were 
found between Ole e 7-monosensitized
and bisensitized patients (p=0.864). 
Interestingly, when considering the Pru p 
3 response (Fig 4B), no significant 
differences between the three analyzed 
groups were found. Surprisingly, we
identified four Ole e 7-monosensitized
patients whose basophils degranulated 
after the incubation with rPru p 3. Thus, 
while basophils from Pru p 3-
monosensitized patients were not able to 
degranulate in the presence of Ole e 7, 
basophils from 4 out of 13 Ole e 7-
monosensitized patients were also able to 
degranulate in the presence of Pru p 3. 
To confirm the specificity of the observed 
response, BAT was performed at 0.1 
µg/mL, 1 µg/mL and 10 µg/mL of rOle e 
7 and rPru p 3 in the four Ole e 7-
monosensitized patients who responded 
to Pru p 3, and two random selected 
bisensitized patients. Clinical 
characteristics of these patients are 
summarized in Table 1. Basophils from 
the four Ole e 7-monosensitized patients  
 (patient 9, 12, 16 and 36) degranulated 
similarly at the three concentrations of 
rOle e 7. However, when rPru p 3 was  
used to promote degranulation, the 
response was only achieved at the highest 
concentration. These results show that 
apart from rOle e 7, rPru p 3 can induce 
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basophil degranulation from Ole e 7-
monosensitized patients. Basophils from 
the bisensitized patient 37 behaved like 
the four-rOle e 7-monosensitized patients
(Fig 4C, D), in line with the serum sIgE
levels obtained by ELISA, in which IgE 
was detected only with rOle e 7 
(Supporting Fig 3). Regarding 
bisensitized patient 38, its degranulation 
percentage was similar at the three 
different concentrations either with rOle e
7 or rPru p 3 as stimulus (Fig 4C, D).    
Lastly, to further confirm these results,
these patients sera were analyzed using 
the RBL-2H3 mastocyte cell model, 
which allows the measurement of the 
release of ẞ-hexosaminidase. Four 
different concentrations of allergen were
used (Fig 5). Interestingly, despite their 
unique sensitization to Ole e 7, all Ole e 
7-monosensitized patients tested were 
able to react with rPru p 3. Regarding 
bisensitized patients 37 and 38, although 
a similar reaction to rOle e 7 was 
observed at the highest concentration of 
allergen, the response of patient 38 was 
mainly produced with rPru p 3 as 
stimulus. In this patient, these results may 
suggest the role of Pru p 3 as primary 
sensitizer.
Collectively, the herein presented results
show the existence of common 
conformational and linear IgE-binding 
epitopes in some allergic olive pollen
patients that could explain the pollen-
food cross-reactivity observed in clinics 
between Ole e 7 and Pru p 3. 
Discussion
Cross-reactivity between pollen and food 
LTPs have been extensively 












   
  
 
      
 
 
























Figure 5. β-hexosaminidase release assay of Hum RBL-2H3 cells. Hum RBL-2H3 cells were tested
at four different concentrations (10-3 µg/mL, 10-2 µg/mL, 10-1 µg/mL, 1 µg/mL) of rOle e 7 or r Pru
p 3 using serum of indicated patients to sensitize the cells overnight. An absence of β-hexosaminidase
release was observed without allergen stimulation (negative control). 
of the primary inducer in these patients is 
still unclear (3, 7, 24, 25). A common 
feature of LTP-allergic patients is their 
multiple plant-food sensitizations, which 
is known as LTP syndrome, a high 
relevant hypersensitivity disorder in the 
Mediterranean basin due to its association 
with severe symptoms, such as
anaphylaxis (26, 27). nsLTPs from
artemisia (Art v 3) and plane tree (Pla a 3)
pollens are highly implicated in this
syndrome since they cross-react with 
LTPs from different foods (28). Although 
this association has not been described for
Ole e 7 or Par j 1, which show low amino
acid sequence similarity with nsLTPs 
from foods (26), their role in the LTP 
syndrome is still unclear. On the other 
hand, the sensitization to LTPs seems to 
be usually related to peach-specific IgE 
levels (26). In southern Europe, the main 
allergen from peach -Pru p 3- is 
considered a primary sensitizer for the 
development of allergy to other pollen
and plant-food LTPs (10, 29). However,
in regions with high pollen exposure (i.e.
mugwort  or ragweed), Pru p 3 may lose 
its role as primary sensitizer (14, 15).  
We used in the study serum patients from 
the south of Spain where olive tree is 
widely cultivated and its pollen is the 
main cause of allergy in these 
populations. Co-sensitization to Ole e 7
and Pru p 3 has been reported in several 
patients from this area (22, 30), but no 
cross-reactivities between these two 
nsLTP have been described to date.
Indeed, preliminary results of our group 
using the natural Ole e 7 allergen isolated 
from pollen pointed out to an absence of 
cross-reactivity (16, 31). In this sense, it 
is necessary to take into account that the 
natural allergen isolated from pollen is a















































   

 
isoforms obtained in a very low 
concentration and that the experiments 
were carried out using pools of several 
sera from allergic patients to Ole e 7. In 
this context, the main objective of the 
present study was to clarify if Ole e 7 is 
involved in cross-reactivity and which is 
its implication in the sensitization process 
to other nsLTPs.  
Here, we have demonstrated that Ole e 7 
cross-reacted, not only with LTPs from 
pollens, but also with LTPs from pear and 
peach (Pyr c 3 and Pru p 3, respectively) 
in spite of the low sequence identity 
reported for them (Supporting Figure 1). 
The obtained results are in agreement
with a previous study which established a 
clinical association between severe food 
allergic clinical symptoms and 
sensitization to Ole e 7 (32).
Nevertheless, other studies do not support 
that correlation (21, 33). The observed 
differences may be attributed to the 
multifactorial and heterogeneous 
character of this disorder and the 
molecules involved in it. Hence, the 
differences between the studied 
populations may be explained by the 
demographic characteristics of each area 
linked to different environmental factors 
(34-36). Furthermore, we have here 
confirmed the antigenic and allergenic 
cross-relations between Ole e 7 and Pru p 
3. Common IgG epitopes were observed 
although the signal detected for Ole e 7
by the specific polyclonal antiserum 
against Pru p 3 was much lower than that 
for Pru p 3, which can be directly related 
to the affinity of the IgG-binding or the 
number of recognized epitopes. Common 
IgE epitopes were also identified. In
addition, the conformation of the protein 
seems to be crucial for the IgE-binding, 
being recognized mainly under reducing 
conditions as confirmed by IgE inhibition
WB assays. However, the determination 
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of which IgE epitopes were recognized in 
both allergens was not feasible because 
the 3D structure and the epitope map of 
Ole e 7 are still unknown, in contrast to 
the deep analysis so far performed for Pru 
p 3, whose IgE-binding epitopes have
been well characterized (37). Further 
structural and immunological studies of 
allergens from the LTP protein family are 
required to determine which are the main 
epitopes recognized by allergic patients 
sensitized to different LTPs. 
Remarkably, although an absence of 
recognition was observed by ELISA and 
WB, we have identified Ole e 7-
monosensitized patients whose basophils 
reacted against rPru p 3, which was 
further supported using the RBL-H3 mast
cell model. This could be due to the fact 
that cellular assays are more sensitive
than ELISA and WB; or alternatively 
because low affinity epitopes not 
recognized by IgEs by ELISA or WB 
were able to trigger a cellular response 
(38, 39). On the other hand, the absence
of lipids in rPru p 3 could also partially 
affect the detection of some sIgE levels 
from patients. In addition, none of the 
patients had clinical symptoms to peach 
or other Rosaceae members, as well as 
some allergens whose co-sensitization
had been diagnosed (37). The obtained 
results make us to raise the possibility that 
these patients are in an early stage of a 
sensitization process to Rosaceae (Pru p
3), acting Ole e 7 as the primary LTP 
sensitizer promoted by the high olive 
pollen exposure in Andalucía, as it was
described for Artemisia pollen in other
regions (3, 7, 14, 22). A similar
hypothesis was proposed to explain the 
linking between food allergen and grass 
(40), or birch pollinosis (41). On the other 
hand, we cannot discard a different 
sensitization route by airways instead of 





























   















allergens sensitization. Indeed, Pérez-
Calderón et al. suggested that 
occupational allergy to peach arises as a
consequence of the inhalation of Pru p 3
present in the leaves and pollen of the 
plant, and not as a result of fruit ingestion 
(42). In addition, the study performed by 
Garcia et al. also supported these data. 
The authors also confirmed that Pru p 3
from peach leaves act as a respiratory
allergen, causing occupational 
rhinoconjunctivitis and asthma (43). 
Marzban et al. also raised this alternative 
mechanism for allergy development in 
their study of the sensitization to birch 
pollen and Mal d 1 and Mal d 3 allergens 
(44, 45). The influence of other cofactors 
should also be considered because they 
are frequently involved in the 
development of the allergic response and 
in the clinical expression of allergic 
symptoms (46). Among these factors, the
mucosa and the microbiome could also 
play an important role. The mucosa
immune system regulates the entrance of 
multiple antigens either pathogenic or 
non-pathogenic, such as food and pollen 
allergens. Interestingly, it has been 
described that in spite of the absence of 
food allergy, the oral mucosa could be 
compromised due to a respiratory 
sensitization (47). A disrupted barrier 
could be responsible for food allergy 
development, which support our
hypothesis about the sensitization process 
in some analyzed patients. On the other 
hand, in food allergy, there have been 
reported differences in the oral and 
intestinal microbiome that may increase 
the susceptibility to develop sensitization 
to food allergens (48). Therefore, the oral 
microbiome, a shared entrance place 
between pollen and food allergens, could 
influence the co-existence of different
allergenic processes. Further studies to 
clarify the mechanism of the co-
sensitization between these two allergens 
are required for a better diagnosis and 
treatment.  
In conclusion, our study demonstrates the 
cross-reactivity between the nsLTP from 
olive pollen and peach, subject of debate 
for years. Furthermore, data herein 
presented provide new insights regarding 
the sensitization process to fruit nsLTP, 
particularly to Pru p 3. Our results suggest 
that Ole e 7 could act as a primary  
sensitizer in regions with high olive 
pollen exposure, probably leading the 
peach sensitization by a new route, the 
respiratory tract. However, further studies 
are needed to determine which factors are 
crucial in the onset of the allergic
symptoms to peach.
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Protein extracts, allergens and antibodies 
Olive pollen was obtained from ALK-Abelló (Madrid, Spain). Pollens from other 
biological sources were obtained from Allergon (1). Pollen protein extracts were prepared 
by saline extraction. To prepare food-derived extracts, plant foods were crushed under 
liquid nitrogen to obtain fine flour. Proteins were extracted by homogenization in 0.2 M
ammonium bicarbonate buffer, pH 8.0, containing 1 mM PMSF and stirred for one hour
at 4ºC. Delipidation was performed using cold acetone. Protein extract concentration was
determined according to Lowry et al. (2).
Ole e 7 and Pru p 3 expression and purification were performed according to 
established protocols (3, 4). Purity of both allergens was confirmed by mass spectrometry 
on an Autoflex III MALDI-TOF-TOF instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Germany),
respectively (Supporting Figure 2). 
Ole e 7 and Pru p 3 rabbit polyclonal antisera (pAb) were previously obtained 
accomplishing the ethics guidelines of the Complutense University of Madrid and 
Fundación Jiménez Díaz, respectively (3-6). Horseradish peroxidase-labeled goat 
polyclonal antibody against rabbit IgG was purchased from BioRad Laboratories Inc
(Richmond, CA, USA). Horseradish peroxidase-labeled mouse anti-human IgE was
purchased from Southern Biotech. 
IgG-binding analysis 
The IgG binding of Ole e 7- and Pru p 3-specific polyclonal antisera to Ole e 7
and Pru p 3 allergens was analyzed by ELISA and WB. Indirect ELISA was performed
in duplicate in 96-well plates (CorningTM) coated with 0.1 µg of the indicated proteins. A 
titration of the specific polyclonal antisera to Ole e 7 and Pru p 3 was performed with 
concentrations ranging from 10-2 to 10-6 µg/µL. Alternatively, a goat anti-rabbit IgG 
horseradish peroxidase-labeled antibody (1:3000) or a goat anti-mouse IgG horseradish 
peroxidase-labeled antibody (1:2500) was used to determine the IgG recognition to each 
allergen. For WB analysis, proteins were transferred to nitrocellulose membrane after 
SDS-PAGE under reducing conditions (2-mercaptoethanol 5%). Immunodetection was 
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1:1000, respectively) and an anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-labeled polyclonal
antibody (1:3000). Chemiluminescent signal was developed using ECL-Western blotting 
reagent (Amersham Bioscience) or WesternBrightTM QUANTUM (Advansta) reagents. 
Specific IgE binding to Ole e 7 and Pru p 3 
Specific IgE levels were determined by ImmunoCAP 250 (Thermo Scientific,
Uppsala, Sweden) and indirect ELISA. Values >0.35 kU/L and OD at 492 nm >0.1 by 
ImmunoCAP 250 and ELISA, respectively, were considered positive. Indirect ELISA 
was performed in duplicate in 96-well plates (CorningTM) coated with 0.1 µg of 
recombinant protein per well, according to previously optimized protocols (1, 3, 7). 
Binding of human IgE was detected by a horseradish peroxidase-labeled mouse anti-
human IgE Fc (1:1000) (Southern Biotech). Peroxidase reaction was detected by using 
50 μL per well of 0.63 mg/mL o-Phenylenediamine in 0.1 M sodium citrate 4% methanol 
containing 1.6 μL/mL 30% H2O2. The reaction was stopped with 50 μL 3N H2SO4. Signal 
was measured at 492 nm in an iMark microplate absorbance reader (Bio-Rad). 
Cell-based allergic mediator release assays  
Evaluation of specific cell mediators of allergic response against Ole e 7 and Pru 
p 3 was determined by Basophil Activation Test (BAT) and RBL-2H3 activation cells. 
BAT was performed using rOle e 7 and rPru p 3 allergens obtained as described above. 
Briefly, 100 µL of heparin anticoagulated total blood from each allergic patient were 
incubated with Basophil Stimulation Buffer (ref. 339664, BD Biosciences, CA, USA) for
10 minutes at 37ºC. Then, 100 µL of phosphate buffer saline (PBS) was added as negative
control and 50 µL of N-Formyl-Met-Leu-Phe (f-MLP) at 2 µM concentration as positive 
control. Either rOle e 7 or rPru p 3 allergens were also added at 0.1 µg/mL, 1 µg/mL and 
10 µg/mL in separate tubes. All tubes were incubated for 30 minutes at 37ºC. Basophil 
degranulation was stopped by transferring sample tubes to an ice bath for 5 minutes. Cell 
staining was performed using CD63-FITC/CD123-PE/anti-HLA-DR-PerCP cocktail (ref. 
341068, BD FastImmuneTM, Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). 
After lysing cells with 2 mL of 1x BD FACSTM lysing solution and washing twice with 
PBS, stained cells were acquired in a BD FacsCanto II cytometer (Becton Dickinson and 








     



















RESULTADOS: ARTÍCULO V 
software. The specificity of the response to rOle e 7 and rPru p 3 was ascertained using a
cohort of non-allergic donors. 
RBL-2H3 cell experiments were developed as previously described (3), with 
slight modifications. Briefly, cells were sensitized overnight at 37ºC with 5 or 10% of
sera from allergic patients. After 12 h, cells were stimulated with either rOle e 7 or rPru
p 3 at four different concentrations (10-3 µg/mL, 10-2 µg/mL, 10-1 µg/mL and 1 µg/mL).  
Inhibition assays 
Inhibition assays were performed by ELISA and WB. For ELISA inhibition tests, 
0.1 µg of purified proteins were coated overnight at 4ºC to CorningTM 96 well plates. 
Samples were coated in duplicates. Individual human sera (diluted 1:10) or  an  
equivolumetric pool of human sera (n=6), previously incubated with 0.2 µg or 2 µg of the 
specific recombinant protein, or with 20 µg or 200 µg of pollen or food-derived extracts 
as inhibitors. IgE-binding was detected by a horseradish peroxidase-labeled mouse anti-
human IgE Fc (1:1000) (Southern Biotech).  
For WB inhibition assays, allergenic proteins were alternatively transferred under 
denaturing and non-denaturing conditions to analyze the relevance of epitope 
conformation in IgE-binding. Hence, under denaturing conditions, proteins showed 
mostly linear epitopes, while under non-denaturing conditions binding to conformational 
epitopes may be determined. Immunodetection on membranes was achieved by 
incubating with individual human sera (1:10), previously incubated with 2 µg of inhibitor, 
and a horseradish peroxidase-labeled mouse anti-human IgE Fc (1:1000). 
Chemiluminescent signal was developed using ECL-Western blotting reagent
(Amersham Bioscience) or WesternBrightTM QUANTUM (Advansta) reagents. 
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Supporting Figure 1. Quality control of the recombinant proteins of the study after
expression and purification. Purity of  rOle e 7 and rPru p 3 was confirmed by mass 
spectrometry (MALDI-TOF-TOF).  
Supporting Figure 2. Comparison of the amino acid sequence of Ole e 7 with Pru p
3 and Pyr c 3. Identity and Similarity percentage values among indicated allergenic
nsLTPs are shown. Dialign was used to align the amino acid sequences of the proteins. 








    
   
   
 








    
  








Supporting Figure 3. Detection of specific IgE levels from serum of patients to Ole e
7 and Pru p 3 by ImmunoCAP (A) and ELISA (B). Values above 0.1 OD by ELISA
and 0.35 kUA/L by ImmunoCAP were considered positive. Right, Mean ± standard error 
of the mean (SEM) of the IgE binding to Ole e 7 (natural or recombinant protein for 
ImmunoCAP and ELISA, respectively) and rPru p 3 for all positive serum from Córdoba 
are also represented
Supporting Figure 4. IgE-binding inhibition assay by ELISA from bisensitized  
patients to Ole e 7 and Pru p 3. Inhibition of the IgE-binding to 100 ng of rOle e 7 or
rPru p 3 was determined by ELISA in comparison to the IgE-binding signal without 







   
 














Supporting Figure 5. Gating strategy. SSC, side scatter. Basophils were identified 
according to the expression of CD123 and HLA-DR markers (CD123+HLA-DR-). 
Degranulated basophils were identified according to the expression of CD63 marker 
(CD63+). Results from healthy individual blood cells stimulated with phosphate buffer
saline (negative control) and N-Formil-Met-Leu-Phe (positive control) are shown. 
Supporting Tables
Supporting Table 1. Clinical characteristics of all recruited patients to whom 
Basophil Activation Test (BAT) was performed. OAS, oral allergy syndrome; IgE,















                       
              
    
            
     

 
Capítulo V. Nuevos abordajes para el análisis de epítopos implicados en la











                         
                     
                       
            
                     
                       
                   
                         
                             
                       
                         
                         
                         
                     
    
                         
                           
                                 
                         
                     
                         
                       
                       
                             
                   
                     
                       
                             
                     
 
 
             
           
            
      
           
            
          
             
               
            
             
             
             
           
  
             
              
                 
             
           
             
            
            
               
          
           
            
               




La reactividad cruzada entre alérgenos supone uno de los principales retos en el
diagnóstico y posterior tratamiento de los pacientes. Conocer en profundidad las
proteínas alergénicas implicadas en este tipo de procesos resulta imprescindible para un
diagnóstico y tratamiento preciso del paciente.
Existe una amplia variedad de métodos experimentales empleados en el estudio
de los epítopos implicados en el reconocimiento antigénico y/o alergénico de los
alérgenos, desde inmunoensayos mediante ELISA hasta la determinación de la
estructura de éstos por cristalografía de rayos X o Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
[212]. En los últimos años, el avance en la tecnología de microarrays de proteínas ha
permitido llevar a cabo el mapeo epitópico de múltiples proteínas implicadas en
enfermedades de diferente etiología, entre ellas la alergia [154, 213, 214]. Esta tecnología
hace posible el screening de los potenciales epítopos implicados en el reconocimiento por
parte de los anticuerpos IgE de los pacientes hacia gran variedad de alérgenos,
habiéndose centrado este tipo de análisis especialmente en alérgenos alimentarios [145,
146, 215‐217].
Dados los resultados obtenidos mediante ELISA yWB respecto a la existencia de
reactividad cruzada entre las nsLTPs alergénicas del polen de olivo y melocotón, Ole e
7 y Pru p 3 respectivamente, y el avance en la tecnología de los microarrays de proteínas,
planteamos un nuevo abordaje para el estudio de las regiones comunes a ambas
proteínas alergénicas que aporte nuevas evidencias de la posible reactividad cruzada
entre estos alérgenos mediante el uso de microarrays de proteínas NAPPA –Nucleic Acid
Programmable Array–. Este tipo de array permite directamente la impresión del cDNA
codificante de los péptidos o proteínas de interés, que posteriormente serán expresadas
in situ mediante el uso de sistemas de expresión libres de células, como lisados de
reticulocitos de conejo o células HeLa, generándose proteínas que incluyen
modificaciones post‐traduccionales [218]. Debido a que las proteínas se expresan justo
antes de la incubación con los anticuerpos correspondientes, se eliminan los problemas
de estabilidad y purificación de las proteínas. Además, como se trata de arrays de cDNA,






                              
   
                     
                       
                               
                       
                           
                               
                             
                             
                                
                               
              
 
                                           
                             




	                
  
           
            
                
            
              
                
               
               
                
                
       
                      
               
                       




 Diseño de péptidos solapantes de los alérgenos Ole e 7 y Pru p 3 mediante
sistema Gateway
Con el objetivo de identificar aquellas regiones de las proteínas alergénicas
potencialmente reconocidas por las IgEs de los pacientes, y cuáles podrían ser
coincidentes entre Ole e 7 y Pru p 3, se diseñaron 7 péptidos solapantes de 36
aminoácidos (72 nucleótidos) con 12 aminoácidos (36 nucleótidos) que coincidían con el
péptido anterior y posterior, a partir de la secuencia completa de cada alérgeno (Figura
20). Además, cada uno de estos péptidos incluía la secuencia de la proteína Halo en su
extremo carboxilo terminal, lo que permite el anclaje del alérgeno a través de un enlace
covalente a la superficie del array, el cual está recubierto con cloroalcanos lo que provoca
la formación del enlace covalente entre la proteína y el array [127] (Figura 21). El diseño
de los oligos necesarios para la obtención del cDNA de los péptidos se realizó con el
software SnapGene (GSL Biotech; disponible en www.snapgene.com).
Figura 20. Predicción de la disposición de los péptidos solapantes de Ole e 7 y Pru p 3 en la estructura 3D
de los alérgenos (A) y representación individual de éstos (B) mediante el software PyMOL (Schrödinger,







                                 
               
 
                         
                         
                            
 
                          
             
                               




                 
        
             
             
              
	              
       
                





Figura 21. Diseño de las construcciones (A) y esquema experimental (B) para el mapeo epitópico de Ole
e 7 y Pru p 3. Nts, nucleótidos.
Finalmente, las secuencias codificantes de los péptidos se obtuvieron por PCR y se
clonaron con el sistema Gateway en el vector pANT7‐cHalo para su expresión como
proteínas de fusión a la proteína Halo Tag en el extremo C‐terminal (Figura 22).
 Síntesis y caracterización de la expresión in vitro de los péptidos solapantes de
Ole e 7 y Pru p 3
La síntesis de los péptidos o proteínas se llevó a cabo con un sistema de expresión







                                   
                         
                                                 
                 
 
                           
                               
                            
                               
                                       
                       
                         
                       
                            
                       
                                 
                               
                           
          

 
                 
             
                         
         
              
                
              
                
                    
            
             
            
              
            
                 
                
             




Figura 22. (A) Obtención de los insertos de cDNAmediante PCR y (B) análisis tras purificaciónmediante
High Purity Plasmid Miniprep Kit (Neo Biotech). pDONR, pDONR ™ 221 (Invitrogen); pDEST, pANT7‐
cHalo. Los péptidos 1‐7 de Ole e 7 y Pru p 3, y la proteína completa de Ole e 7, se clonaron en el vector
pANT7‐cHalo y se verificó su correcto clonaje mediante scuenciación.
La determinación de la correcta expresión de los péptidos y proteínas a partir del
cDNA codificante de cada una de ellas se llevó a cabo mediante WB tras la incubación
con un anticuerpo monoclonal frente a la proteína Halo Tag (Halo mAb) (Figura 23).
Estas pruebas se realizaron con Ole e 7 ya que el protocolo de expresión era el
mismo para Ole e 7 y Pru p 3, se simplificó así el manejo de material y se redujeron los
posibles errores durante el manejo de las construcciones de cDNA. Como controles
negativos, se utilizaron muestras donde la proteína Halo Tag no estaba presente. En
concreto, se utilizaron tampón de aplicación en ausencia de cDNA, el vector pANT7‐
cHalo sin inserto y la proteína completa Ole e 7 expresada en Pichia pastoris.
En todos los casos se confirmó la expresión de proteína. Además, confirmamos
que la proteína completa de Ole e 7 presentaba un mayor tamaño que el resto de las
construcciones tal y como se espera dada la masa molecular de la proteína de fusión Ole
e 7‐Halo Tag. Estos resultados muestran que el diseño y síntesis del cDNA codificante






                                         
                               
                                 
                               
                 
 
 
                
                         
                     
                       
                     
                           
                               
                           
                           
            
                               
                         
                   
                             
                               
                         
                         

 
                     
                
                 
                
         
        
             
           




          
              
                
              
              
      
                
             
          
               
                
             




Figura 23. Análisis de la expresión de los péptidos y de la proteína completa de Ole e 7 mediante WB tras
PAGE‐SDS. Se utilizaron 0.5 μg de plásmido de cada construcción para la expresión en 10 μL de volumen
final IVTT, cargándose un volumen de 2 μL de esta expresión en PAGE‐SDS. Ole e 7 (complete), proteína
completa de Ole e 7 expresada con extracto de células HeLa. Controles negativos: vector pANT7‐cHalo sin
inserto, Buffer (ausencia de DNA); Controles positivos: STK4‐cHalo, cHalo.
 Validación del método mediante esferas magnéticas Halo Tag
Previo a la impresión en los arrays, procedimos a la validación de la
funcionalidad de las proteínas de fusión para unirse covalentemente a cloroalcanos
mediante el uso de esferas magnéticas recubiertas con cloroalcanos (MBs Magne® Halo
Tag® beads, Promega Biotech Ibérica, Madrid). Este sistema permite reproducir la
interacción entre la proteína Halo Tag y los cloralcanos que recubren el soporte, en
nuestro caso los arrays. De nuevo trabajamos únicamente con la proteína Ole e 7, ya que,
como se señaló anteriormente, el principio de las construcciones es el mismo para ambos
alérgenos y así se simplifica la manipulación de material, reduciendo los errores y las
contaminaciones en el manejo del cDNA.
En primer lugar, se llevó a cabo la expresión in vitro de los distintos péptidos de
Ole e 7, además de la proteína completa. Posteriormente, las esferas magnéticas se
incubaron con el péptido o proteína correspondiente, quedando éstos unidos
covalentemente a las esferas a través de la proteína Halo Tag. Una vez producido el
anclaje entre el péptido o la proteína y la esfera magnética, se procedió a la incubación
con diferentes anticuerpos: i) el anticuerpo monoclonal o policlonal frente a la proteína






                   
                                   
                             
                             
                     
                      
              
                     
 
                       
                             
                         
                               
                         
                           
                          
                             
                                     

 
          
                  
               
               
           
           
      
           
            
               
             
                
             
              
             
               




cuyo reconocimiento permite confirmar la correcta expresión de la construcción
fusionada a la proteína Halo; ii) el anticuerpo policlonal frente a Ole e 7 (Ole e 7 pAb),
que ratifica la correcta expresión de la proteína; y iii) anticuerpos IgE presentes en el
suero de pacientes alérgicos a Ole e 7. A continuación, se incubó con los respectivos
anticuerpos secundarios marcados bien con peroxidasa de rábano picante (HRP), que
emite quimioluminiscencia (Figura 24), o bien con Alexa o con Biotina‐Estreptavidina
Alexa 555, los cuales emiten fluorescencia.
Figura 24. Esquema de trabajo del método de validación mediante quimioluminiscencia.
Tras la incubación con el Halo mAb, encontramos reconocimiento hacia todos los
péptidos, especialmente hacia el péptido 3 y la proteína completa de Ole e 7. La
incubación con el Halo pAb apoyó los resultados anteriores, observándose de nuevo los
valores más elevados de luminiscencia con el péptido 3 y la proteína completa Ole e 7.
El resto de los péptidos mostraban unos valores de luminiscencia menores (Figura 25A,
B). En conjunto, estos resultados demuestran que el uso del extracto de células HeLa
resulta viable para la expresión de péptidos y proteínas utilizados en este trabajo.
Por otro lado, el Ole e 7 pAb reconocía principalmente a la proteína completa de






                           
                               
                     
                     
                     
                
                             
                               
                       
                 
                         
                             
                           
                           
                         
                         
                         
                         
                       
                             
                                   
                    
                     
                         
                       






              
                
           
           
           
        
               
                
            
         
             
               
              
              
             
             
             
             
            
               
                  
          
           
             
            





generado el anticuerpo. También se detectó señal de reconocimiento para el resto de los
péptidos, a excepción del péptido 5, lo que indicaba la presencia de epítopos IgG en estos
péptidos (Figura 25C). Presumiblemente estos péptidos serían lineales debido al tamaño
reducido de su secuencia, constituida por 36 aminoácidos. Sin embargo, tampoco
podemos descartar que los péptidos adquieran cierta estructura, poseyendo así una
conformación que dejaría expuestos epítopos conformacionales o discontinuos.
Por último, se testó una mezcla de sueros de 6 pacientes alérgicos al polen de
olivo, sensibilizados a Ole e 7 (Figura 25D‐F). En todos los casos, la señal era mucho
mayor cuando la incubación se realizaba con el anticuerpo secundario anti‐IgE HRP,
aunque se observaban tendencias muy similares independientemente del anticuerpo
secundario utilizado. En general, la señal más elevada se registró para la proteína
completa de Ole e 7 pues contiene un mayor porcentaje de epítopos que pueden ser
reconocidos por las IgEs de los pacientes. Por otro lado, el reconocimiento hacia los
péptidos 4 y 7 era equivalente en ambos casos, mostrando además las señales más
elevadas por lo que se trataría de zonas donde se ubican epítopos inmunodominantes.
Por el contrario, la principal diferencia se observaba en el reconocimiento hacia el
péptido 2 ya que únicamente se detectaba señal al utilizar el anticuerpo secundario
marcado con HRP, que tal como hemos señalado anteriormente mostraba un rango de
detección de la señal mucho mayor que utilizando el anticuerpo secundario marcado
con Alexa. En ningún caso se detectó reconocimiento para el péptido 3, aunque tanto en
la incubación con los anticuerpos Halo mAb y pAb, y Ole e 7 pAb, sí se observó señal,
en especial tras la incubación con Ole e 7 pAb.
En definitiva, todos estos resultados confirmarían la correcta expresión de las
construcciones de los alérgenos, así como la especificidad en el reconocimiento de los
anticuerpos hacia cada una de estas construcciones, indicando que el abordaje que







                                 
                               
                                       
                                 
    
 
              
                         
                                   
                           
                             
                           
                               
       
                         
                   
                     
                         
                               
                         

 
                
                
                    
                 
 
       
             
                  
              
        
 
      
              
                
    
             
          
           
   
 
         
                




Figura 25. Caracterización de la expresión in vitro y del reconocimiento antigénico y alergénico de las
construcciones del alérgeno Ole e 7. Los gráficos muestras la señal de reconocimiento obtenida tras la
incubación con (A) Halo mAb, (B) Halo pAb, (C) Ole e 7 pAb y (D‐F) sueros. Todos los experimentos se
llevaron a cabo por duplicado, mostrando los gráficos la media de la señal de luminiscencia obtenida en
ellos.
 Resultados preliminares del análisis mediante arrays NAPPA
En primer lugar, procedimos a la impresión del cDNA de las construcciones de
Ole e 7 y Pru p 3 en los arrays NAPPA tratados con cloroalcanos. Se imprimió el cDNA
de cada construcción a una concentración final de 0.5  μg en un tampón de impresión
constituido por una mezcla de BSA (3 μg/μL) y BS3 (2mM) que genera una estructura a
modo de malla alrededor del cDNA, quedando éste “atrapado” en la malla, lo que
impide su difusión en el array y promueve la impresión de spots de un tamaño similar,
facilitando su posterior análisis.
Como control negativo se imprimió el vector vacío pANT7‐cHalo y el tampón de
impresión descrito anteriormente. Tanto las construcciones como los controles negativos
se imprimieron por duplicado. La inmovilización del cDNA se confirmó mediante
incubación con Pico Green® mientras que la expresión de proteína se detectó mediante
incubación con Halo mAb (Figura 26). Para determinar que la impresión de los spots y la






                           
                           
      
 
                                         
                                 
                                     
                                 
                       
 
                         
                       
                                   
                         
                             
                                 

 
              
              
   
                     
                 
                   
             
 
   
        
 
  
             
            
                  
             
               




entre dos de los subarrays incubados con Pico Green o Halo mAb, respectivamente. Así,
se confirmó que la calidad del array era adecuada para los siguientes experimentos con
sueros de pacientes.
Figura 26. Pruebas de impresión y de la expresión in situ de proteína de las construcciones de Ole e 7 y
Pru p 3. Se incluyeron como controles negativos el vector vacío pANT7‐cHalo y el tampón de impresión
en ausencia de cDNA –BSA/BS3.A, C)MicroarrayNAPPA tras la incubación con PicoGreen o el anticuerpo
Halo mAb; B, D) Representación gráfica de la correlación entre subarrays. Los valores R2 indican la similitud
entre subarrays, suponiendo la máxima similitud el valor R2 = 1.
A continuación, procedimos a verificar el método desde el punto de vista del
reconocimiento alergénico. Para ello, utilizamos un pool de sueros de 5 pacientes
alérgicos a Ole e 7 y/o Pru p 3, cuyos niveles de IgE específica se determinaron tanto por
ImmunoCAP como por ELISA (Tabla 1). A pesar de que el análisis mediante
ImmunoCAP señalaba que 3 de los 5 pacientes estaban sensibilizados tanto a Ole e 7






                             
                         
                            
                                     
      
                               
           
 
                     
                                 
                       
                                       
                         
                       
                                 
                                   
                             
                         
                           
        
                       
                    

 
               
             
              
                   
   
                
      
           
                 
            
                    
             
            
                 
                  
               
             
              
    
            




ellos presentaba niveles de IgE superiores a 0.1 unidades de absorbancia a 492 nm, por
lo que trabajamos con una población de pacientes sensibilizada de forma mayoritaria a
Ole e 7, quedando los anticuerpos IgE frente a Pru p 3 muy diluidos.
Tabla 7. Niveles de IgE específica de pacientes sensibilizados a Ole e 7 y/o Pru p 3 detectados mediante
InmunoCAP y ELISA.
Se consideran alérgicos aquellos pacientes cuyos niveles de IgE superen las 0.35 kU/L por ImmunoCAP o
0.1 nm de absorbancia por ELISA
Tras la incubación con el pool de sueros, observamos un reconocimiento
preferente hacia los péptidos de Ole e 7, tal como se esperaba acorde a los valores de
reconocimiento IgE obtenidos previamente en el análisis por ELISA. Sin embargo, se
detectó un reconocimiento mayor en el caso del péptido 4 de Pru p 3 frente al de Ole e 7,
siendo éste el péptido de mayor inmunogenicidad en Pru p 3 (Figura 27).
Estos resultados coinciden con el trabajo publicado por Tordesillas y col. [220]
donde se describe esta región como una de las más implicadas en la respuesta a nivel de
células T de pacientes alérgicos a Pru p 3. Respecto a Ole e 7, los péptidos que mostraron
un mayor reconocimiento fueron el péptido 3 y 5. En contraposición a lo esperado, ya
que contiene la mayoría de los epítopos IgE, el reconocimiento hacia la proteína
completa no resultó mayor que hacia ciertos péptidos. Si bien es verdad, las diferencias
no resultan muy elevadas.
Por otro lado, parece que existe cierto reconocimiento hacia regiones comunes de






                                   
                             
                               
                                 
                       
 
                     
                         
                         
                           
                 
                         
                       
                               
                
 
                         
                       
                   

 
                  
               
                
                 
            
           
             
             
              
         
             
           
                
        
             
            




Figura 27. Reconocimiento alergénico hacia las 15 construcciones totales de Ole e 7 y Pru p 3. Se
incluyeron como controles negativos el vector vacío pANT7‐cHalo y el tampón de impresión en ausencia
de cDNA – BSA/BS3.A) Microarray NAPPA tras la incubación con sueros y anticuerpo secundario anti‐IgE
Alexa 647; B) Representación gráfica de los valores de fluorescencia detectados por las IgEs de los pacientes
frente a los péptidos de Ole e 7 y Pru p 3.
Actualmente se están ajustando las condiciones del protocolo llevado a cabo,
tanto de las diluciones empleadas como los tiempos de incubación, así como la
realización de nuevas réplicas, con el objetivo de mejorar la precisión del análisis.
Posteriormente, se cribarán entre 80 y 120 sueros de dos poblaciones de pacientes con
diferente patrón de sensibilización: pacientes procedentes de Córdoba sensibilizados
principalmente al polen de olivo, sensibilizados al alérgeno Ole e 7, y pacientes
procedentes de Barcelona sensibilizados al polen del platanero (Platanus x acerifolia) a
través de la nsLTP de este árbol, Pla a 3, aunque también con una fuerte sensibilización
al melocotón, en concreto, a Pru p 3.
En definitiva, a pesar del número limitado de sueros empleados en los análisis
preliminares, los resultados obtenidos apuntan a que el método planteado para la






                     



















                                   
                             
                                   
                                 
          

 
           
              
 
                  
               
                  
                 




implicadas en procesos de reactividad cruzada resultaría viable, pudiendo suponer en
un futuro una potente herramienta en el estudio de proteínas implicadas en la respuesta
alérgica.
Este trabajo se ha realizado en colaboración con el grupo del Dr. Joan Barta y la Dra. Mariona
Pascal del Hospital Clínic de Barcelona, y el grupo del Dr. Javier Martinez‐Botas del Hospital
Ramon y Cajal de Madrid, donde se llevó a cabo la impresión de los arrays. El clonaje, expresión
y validación de los arrays se realizó tanto en la Universidad Complutense de Madrid como en el
































                         
                           
                           
                                 
                            
                     
                   
                         
                     
                 
                       
                       
                       
                       
                           
                             
                       
                     
  
                         
                       
                     
                           
                       
                              
                         
                       
                         
                            
                       
 
             
              
              
                 
             
           
          
             
           
         
            
            
            
            
              
               
            
           
 
             
            
           
              
            
               
             
            
             
              




La alergia, o hipersensibilidad de tipo I, es uno de los trastornos inmunitarios
más frecuentes a nivel mundial, afectando a más del 25% de la población. Además,
debido a diversos factores que influyen en el desarrollo de la respuesta alérgica, como
los cambios en el estilo de vida o el aumento de contaminantes en el ambiente, se espera
que la prevalencia de esta enfermedad aumente en los próximos años [2, 221].
Existe una gran variedad de fuentes biológicas y sintéticas que contienen
moléculas responsables del desencadenamiento de la respuesta alérgica tales como
pólenes, alimentos, venenos de insectos, látex o fármacos. Hasta la fecha, se han
identificado y caracterizado gran cantidad de moléculas implicadas en la enfermedad
alérgica mediante técnicas bioquímicas e inmunológicas estándar, siendo estas
moléculas principalmente de tipo proteico o glicoproteico. Por otro lado, algunas de
estas proteínas alergénicas son capaces de interaccionar con otras moléculas, como por
ejemplo lípidos, que pueden actuar como ligandos de estas proteínas mediante la
interacción a través de cavidades o bolsillos hidrofóbicos y dominios especializados, lo
que podría originar cambios en la estructura y en la capacidad alergénica de dichas
proteínas y, por tanto, en el desarrollo de la respuesta alérgica del paciente [159]. Sin
embargo, existen pocos estudios que se hayan centrado en determinar las consecuencias
de la interacción lípido‐alérgeno y cómo repercuten en sus propiedades alergénicas
[222].
Los avances en el campo de la biología molecular, la bioinformática y, más
recientemente la proteómica, han contribuido a analizar de forma más precisa los
alérgenos [223]. El conocimiento en profundidad de las proteínas alergénicas conlleva
una mejora tanto en el diagnóstico como en la estrategia terapéutica adoptada en el
tratamiento de los pacientes, haciendo posible un tratamientomás adecuado y específico
que modifique, en último término, el curso de la enfermedad [3, 224, 225] (Figura 28).
En el caso concreto de los pacientes alérgicos al polen, el diagnóstico resulta
especialmente complejo ya que éstos suelen estar sensibilizados frente a varias proteínas
presentes en diferentes fuentes alergénicas debido bien a la existencia de fenómenos de
reactividad cruzada que se producen a través de epítopos IgE comunes a estas proteínas,






                         
                         
                         
                           
                     
                             
                           
  
 
                               
                
 
                     
                         
                             
                       
                         
                         

 
             
             
             
              
           
               
              
 
                
        
           
             
               
            
             




fuentes [226, 227]. Determinar el agente responsable de la enfermedad alérgica, así como
las regiones del alérgeno claves en el desarrollo de ésta, resulta imprescindible para
administrar un tratamiento óptimo al paciente. Sin embargo, la mayoría de las pruebas
diagnósticas que se llevan a cabo en la clínica se realizan con mezclas moleculares
complejas, por ejemplo, extractos polínicos, que contienen una gran variedad de
componentes y en los que las proteínas alergénicas suponen menos del 0.1% del total de
la mezcla, por lo que identificar el alérgeno responsable de la respuesta alérgica es
complicado.
Figura 28. Esquema de la obtención y análisis de alérgenos naturales y recombinantes. Se indica su
aplicación en el diagnóstico y tratamiento del paciente.
El uso de técnicas proteómicas facilita la identificación de las proteínas
alergénicas en este tipo de mezclas y su posterior análisis, permitiendo determinar qué
proteínas están presentes en la muestra y/o cuál es el agente primario causante de la
alergia. Normalmente la separación de proteínas se realiza mediante 2DE, que permite
diferenciar de manera selectiva proteínas muy similares en cuanto a su masa molecular






                   
                       
                           
                           
                         
                           
     
                         
                       
                           
                         
                         
                             
                     
                             
                 
              
 
                       
                       
                           
                       
                         
                         
                           
                   
                     




          
            
              
              
             
              
   
             
            
              
             
             
               
           
               
         
       
            
            
              
            
             
             
              
          
           




digieren con determinadas proteasas dando lugar a patrones peptídicos característicos
que son analizados mediante espectrometría de masas (MS). Así, es posible determinar
la familia de proteínas a la que pertenece un alérgeno e identificar nuevas proteínas
alergénicas [71, 73, 229]. La obtención de la estructura primaria, completa o parcial, de
las proteínas hace posible su clonaje y la producción de formas recombinantes del
alérgeno que puedan ser utilizadas para un diagnóstico más preciso del paciente y un
mejor tratamiento [133].
En los últimos años el uso de baterías de alérgenos naturales o recombinantes
purificados ha contribuido a determinar los patrones de sensibilización de los pacientes
a nivel molecular [230], lo que i) aumenta la eficacia del diagnóstico, ii) permite
distinguir entre la sensibilización primaria a un alérgeno y aquella debida a reacciones
cruzadas con otros alérgenos, iii) contribuye a la evaluación del riesgo de futuras
sensibilizaciones y del tipo de reacción alérgica, y iv) facilita la selección de los pacientes
y alérgenos adecuados para el tratamientomediante inmunoterapia específica [86]. Todo
ello permite establecer unas pautas de actuación que mejoren la calidad de vida de estos,
así como protocolos de inmunoterapia personalizados que promuevan la
desensibilización al alérgeno o alérgenos de interés.
En esta Tesis Doctoral nos hemos centrado en la identificación y caracterización
de aeroalérgenos de fuentes biológicas de relevancia clínica en la cuenca mediterránea,
concretamente del polen de salsola (Salsola kali) y olivo (Olea europaea). Para ello, hemos
llevado a cabo diferentes abordajes proteómicos que han permitido obtener la secuencia
completa de aminoácidos de los alérgenos presentes en dichas fuentes biológicas, tras lo
cual se procedió a su producción recombinante en los sistemas de expresión heterólogos
Escherichia coli o Pichia pastoris, según las características de la proteína. La obtención de
las correspondientes formas recombinantes de los alérgenos permitió su caracterización
estructural, funcional e inmunológica, incluyendo el estudio de su implicación en







                         
                           
                   
                       
                         
                         
                       
                       
                        
                       
                         
                         
                         
                               
                               
                                  
                               
                             
               
 
                           
                             
                                      
                               
                     






             
              
          
            
             
             
            
            
            
            
             
             
             
                
               
                
                
               
        
              
               
            
                
           






Los procesos de reactividad cruzada suponen uno de los principales retos en el
correcto diagnóstico de los pacientes alérgicos al polen dado el elevado número de casos
de polisensibilización observados en la clínica. Conocer las características moleculares
de los alérgenos facilita el diagnóstico y permite discernir entre respuestas alérgicas
debidas a fenómenos de co‐sensibilización, en las que no existen epítopos comunes entre
los alérgenos que provocan la reacción alérgica, o de reactividad cruzada, originadas por
la existencia de epítopos IgE comunes en alérgenos de diferente procedencia biológica
[86]. Este tipo de reacciones se producen principalmente a través de panalérgenos,
carbohidratos o proteínas alergénicas que suelen pertenecer a la misma familia [231].
Entre las proteínas que están implicadas en fenómenos de reactividad cruzada se
encuentran las poligalacturonasas (PGs), unas enzimas de la familia 28 de las glicosil
hidrolasas. Hasta la fecha se han descrito PGs alergénicas en pólenes de especies
vegetales muy alejadas desde un punto de vista biológico: Chamaecyparis obtusa (Cha o
2), Cryptomeria japonica (Cry j 2) y Juniperus ashei (Jun a 2) de la familia Cupressaceae [232‐
234]; Platanus orientalis (Pla or 2) y Platanus acerifolia (Pla a 2) de la familia Platanaceae
[31]; Paspalum notatum (Pas n 13), Sorghum halepense (Sor h 13), Zea Mays (Zea m 13) y
Phleum pratense (Phl p 13) de la familia Poaceae [32, 34, 235]. Es precisamente la amplia
distribución de las PGs en el reino vegetal lo que las convierte en alérgenos altamente
susceptibles de participar en fenómenos de reactividad cruzada.
En el primer trabajo de este bloque, titulado “A relevant IgE‐reactive 28 kDa protein
identified from Salsola kali pollen extract by proteomics is a natural degradation product of an
integral 47 kDa polygalacturonase”, hemos identificado un nuevo alérgeno del polen de
S. kali mediante el uso de técnicas proteómicas, tras lo cual se procedió a su expresión
recombinante en E. coli y su caracterización, tanto estructural como inmunológica,







                 
                             
                               
                         
                             
                             
                         
                       
                                 
                         
                             
                           
                         
                           
                         
                                  
                 
                                     
                                
                           
                                 
                                 
                               
                           
                               
                     
                     
         
                     
                             
                                 
 
         
               
                
             
               
               
             
            
                 
             
               
              
             
              
             
                 
         
                  
                
              
                 
                 
                
              
                
           
           
     
           
               




En primer lugar, mediante inmunodetección con sueros de pacientes
sensibilizados al polen de Amaranthaceae, se identificó en el polen de S. kali una banda
de 28 kDa que no se correspondía con ninguno de los alérgenos descritos en este polen
[236] (Figura Suplementaria 1, Artículo I). Con el objetivo de analizar en profundidad
dicha banda proteica, las proteínas presentes en el polen de S. kali se separaron mediante
2DE, observándose 3 spots de una masa molecular coincidente con la banda de 28 kDa
previamente observada, que eran reconocidos por las IgEs de los pacientes (Figura 1,
Artículo I). Dichos spots se analizaron mediante LC‐MS/MS, lo que permitió confirmar
que la banda de 28 kDa se trataba de una PG (EC 3.2.1.15). Dadas las masas moleculares
descritas para otras PGs alergénicas, cuyos tamaños oscilan entre 39 y 60 kDa,
planteamos la hipótesis de que se tratase de un producto de degradación de la proteína
completa ya que se han descrito casos de la existencia de fragmentos similares como
consecuencia de la presencia de enzimas proteolíticas en los extractos, debido a la
inestabilidad de los alérgenos o de los extractos polínicos, o durante el proceso de
aislamiento del alérgeno [237, 238]. Esto mismo se ha observado también en proteínas
alergénicas con dominios homólogos a ciertas enzimas –Ole e 9 y Ole e 10 [239, 240]–, o
fragmentos proteolíticos alergénicos derivados de alérgenos de masas moleculares
superiores –Ole e 4 es un fragmento de degradación de Ole e 9 [75]–. Por otro lado, se
han descrito PGs alergénicas con cierta inestabilidad –Phl p 13 y Zea m 13 [241, 242]–,
lo que propició la identificación tardía del alérgeno principal de gramíneas Phl p 13,
respecto a otros alérgenos menos abundantes en este polen [242]. En el caso de S. kali, la
identificación de Sal k 6 se habría visto dificultada por tener un tamaño y un pI muy
similar al del alérgeno mayoritario de este polen, Sal k 1 [81]. Los ensayos de inhibición
mediante PAGE‐SDS e inmunodetección con sueros de pacientes alérgicos a Sal k 1 y/o
Sal k 6 han permitido confirmar la existencia de esta última (Figura 5, Artículo I). De
hecho, estas similitudes en sus características físico‐químicas sugieren que, en muchos
casos, individuos sensibilizados a Sal k 6 son diagnosticados erróneamente como
alérgicos a Sal k 1.
Respecto a las características estructurales del alérgeno, se confirmó un alto
contenido en lámina β, tal como se ha descrito para otras PGs [243] (Figura 4, Artículo






                       
                                 
                           
                                   
                           
                       
                         
                         
                           
                       
                               
                             
                       
                           
                               
                         
                       
                     
                             
                       
                  
                       
                               
                     
                         
                               
                             
                       
                       
               

 
            
                 
              
                  
              
            
             
             
              
            
                
               
            
              
                
             
            
           
               
            
         
            
                
           
             
                
               
            
            




las tres poblaciones de estudio –Zaragoza, Murcia y Alicante– alcanzando unos valores
de reconocimiento IgE entre el 19% y el 39% (Figura 6, Artículo I). Cabe destacar que se
detectó una correlación entre los niveles de pólenes de la familia Amaranthaceae en el
ambiente y la potencia alergénica de Sal k 6 reflejada en los niveles de IgE (Figura 6 y
Figura Suplementaria 2, Artículo I). Así, ésta era mayor en Zaragoza que en Murcia,
aunque la prevalencia en ambas poblaciones de sueros era equivalente, con un
reconocimiento IgE del 39%. Sin embargo, la potencia alergénica fue menor en la
población de pacientes procedentes de Alicante, con una prevalencia del 18%, lo que
coincidía con una menor concentración de granos de polen de miembros de la familia
Amaranthaceae en dicha población. Por último, se confirmó la capacidad del alérgeno
de inducir una respuesta a nivel celular, a través del análisis de la desgranulación de los
basófilos aislados de la sangre total de los pacientes incluidos en el estudio, con la
consiguiente liberación de mediadores de la respuesta alérgica (Figura 6, Artículo I).
Dado que se han descrito PGs en múltiples fuentes polínicas [31, 32, 34, 232‐235],
se estudió el potencial de Sal k 6 en procesos de reactividad cruzada con pólenes y
alimentos (Figura 7 y Figura Suplementaria 3, Artículo I). Para ello se realizaron
experimentos de inhibición tanto por ELISA como por WB, detectándose inhibición con
extractos proteicos de las familias Amaranthaceae, Oleaceae y Betulaceae, lo que
indicaría la existencia en estos pólenes de PGs alergénicas a través de las cuales podrían
darse reacciones alérgicas cruzadas en determinados pacientes. Por el contrario, no se
detectó reactividad cruzada con ninguno de los alimentos testados.
En definitiva, en este trabajo se ha conseguido producir una forma recombinante
del alérgeno del polen de S. kali, Sal k 6, que ha permitido determinar las propiedades
alergénicas del mismo, siendo clasificado como un alérgeno minoritario. Sin embargo,
dada su implicación en reacciones cruzadas con PGs de otros pólenes, se puede
considerar a Sal k 6 como un alérgeno relevante desde el punto de vista clínico en
regiones secas y áridas de Estados Unidos, y del sur de Europa, como España, o
semidesérticas, como Kuwait. Finalmente, es necesario señalar que, aunque no se ha
detectado la presencia de PGs alergénicas en alimentos, no podemos descartar su







                       
                     
                           
                           
                           
                   
                  
                       
                           
                           
                             
                               
                               
                               
                   
                             
                                    
                       
                                 
                     
                                 
                       
                           
                             
                     
                             
                       
                         
                                     
                               

 
            
           
              
              
              
          
         
            
              
              
               
                
                
                
          
               
          
            
                 
           
                 
            
              
               
           
               
            
             
                   




El segundo trabajo de este bloque, publicado bajo el título “A hypoallergenic
polygalacturonase isoform from olive pollen is implicated in pollen‐pollen cross‐reactivity”, ha
permitido la identificación de PGs presentes en el polen de olivo implicadas en procesos
de reactividad cruzada. A partir del cDNA obtenido del polen de olivo, se identificó,
secuenció y expresó una isoforma recombinante de esta familia de alérgenos, la cual se
caracterizó estructural e inmunológicamente mediante técnicas de biología molecular y
proteómicas, denominándose Ole e 14 según la nomenclatura WHO/IUIS.
Dados los resultados obtenidos en el anterior estudio que sugerían la existencia
de PGs alergénicas en pólenes no sólo de malezas de la familia Amaranthaceae, sino
también de Oleaceae y Betulaceae, además de las descritas en Poaceae, nos centramos en
la identificación de PGs con potencial alergénico en el polen de olivo (O. europaea) debido
a la relevancia clínica de éste en países de la cuenca mediterránea, además de en otras
regiones del mundo [66, 75]. En primer lugar, clonamos y expresamos en E. coli una de
las isoformas de las PG presentes en dicho polen (Figura 2, Artículo II). La obtención de
esta isoforma recombinante hizo posible estudiar sus características estructurales e
inmunológicas (Figura 2 y 3, Artículo II), sobre un total de 482 sueros procedentes de
varias poblaciones españolas –Málaga, Jaén, Ciudad Real, Murcia, Alicante y
Zaragoza–. Dichos sueros presentaban sensibilización al polen de olivo, salsola o ambos,
lo que permitió realizar un análisis comparativo con la PG del polen de salsola, Sal k 6
[195]. Los resultados mostraron que, independientemente de la sensibilización de los
pacientes, Sal k 6 era mejor reconocida por las IgEs de éstos que Ole e 14, alcanzando
prevalencias del 40% y 19%, respectivamente (Figura 3, Artículo II). Los resultados
obtenidos planteaban la posibilidad de que existieran otras isoformas de PGs en el polen
de olivo más similares a Sal k 6 que la isoforma clonada, responsables de la
sensibilización de los pacientes. Ello explicaría las diferencias observadas en el
reconocimiento IgE, de manera que la isoforma clonada de Ole e 14 fuera en realidad
una isoforma hipoalergénica. Cabe destacar que otros trabajos han descrito la existencia
de isoformas de un mismo alérgeno con diferente potencial alergénico como ocurre en
el caso de Sal k 4, la profilina del polen de salsola [244]. Con el objetivo de confirmar esta






                             
                       
                     
                           
                                   
                             
                             
                               
                             
                             
                       
                               
                         
                         
                       
                       
         
                       
                           
                     
                     
                         
                             
                           
               
                           
                     
                   
                   
                 
                

 
               
            
           
              
                  
               
               
                
               
               
            
                
             
             
            
            
     
            
              
           
           
             
               
              
        
              
           
          
          
         




de olivo mediante el uso de técnicas proteómicas. Para ello, llevamos a cabo un análisis
inmunoproteómico que consistió en la separación de las proteínas contenidas en dicho
polen mediante electroforesis mono y bidimensional (1DE y 2DE, respectivamente) e
inmunotinción con anticuerpos específicos de las formas recombinantes de Ole e 14 y Sal
k 6 (Figura 6, Artículo II). En ambos casos, el anticuerpo específico de Sal k 6 era capaz
de reconocer PGs en el polen de olivo, sugiriendo la existencia de otras isoformas más
similares al alérgeno Sal k 6 que la isoforma clonada. Esto se confirmó mediante análisis
bioinformático en el cual se utilizó una base de datos del genoma de un olivo milenario
[192] que permitió demostrar la existencia de una isoforma en el polen de olivo que
difería únicamente en un aminoácido respecto a la PG que se había clonado en este
trabajo (Figura Suplementaria 1, Artículo II). Además de esta isoforma, se localizaron
otras tres variantes que mostraron unos valores de identidad de secuencia con Sal k 6 de
aproximadamente el 70%, mientras que la identidad de secuencia de la isoforma clonada
era del 41% (Figura Suplementaria 2, Artículo II). Estos resultados, junto con los
resultados obtenidos durante el análisis inmunológico de la proteína, confirman que se
ha identificado y caracterizado una isoforma hipoalergénica de la PG alergénica presente
en el polen de olivo.
Actualmente, uno de los principales retos del tratamiento de la alergia consiste
en la obtención de variantes de alérgenos capaces de generar una respuesta IgE reducida,
traduciéndose en una aparición más leve de la sintomatología del paciente
manteniéndose intacta la respuesta IgG asociada [121, 245‐247]. La identificación de
isoformas hipoalergénicas naturales tiene un gran interés desde el punto de vista clínico
ya que la estructura tridimensional de la proteína se presupone más similar a la del
alérgeno al que está sensibilizado el paciente, lo que en teoría implicaría un mejor
reconocimiento epitópico que con hipoalérgenos recombinantes obtenidos mediante
ingeniería genética [244, 248]. Sin embargo, dada la dificultad en ciertos casos de aislar
y/o purificar los hipoalérgenos, resulta de gran importancia contar con isoformas
recombinantes de los mismos. Disponer de estas isoformas con características
alergénicas disminuidas, pero con capacidad de desencadenar una respuesta antigénica,
permitiría además analizar en profundidad las características imprescindibles del






                             
                         
                         
                               
                                 
                     
                         
                                   
                                                 
                               
                               
                          
                           
                         
                       
                           
                         
                             
                       
                                     
                           
                   
 
   
                             
                           
                         
                         
                             
 
               
             
             
                
                 
           
             
                  
                
                
                
             
              
             
            
              
             
               
            
                   
              
         
  
               
              
             
             




Otro de los objetivos de este trabajo fue estudiar la relevancia de las PGs en
procesos de reactividad cruzada, para lo cual se llevaron a cabo experimentos de
inhibición mediante ELISA y WB (Figura 5, Artículo II). Todos los extractos polínicos
testados, a excepción de C. arizonica, fueron capaces de inhibir la unión IgG hacia rOle e
14, con unos valores de inhibición que oscilaban entre el 15 y el 40%. En cuanto al
reconocimiento IgE, con todos los pólenes analizados, incluyendo varios miembros de
la familia Oleaceae, fueron capaces de mostrar reactividad cruzada en mayor o menor
grado, con unos valores de inhibición de la unión IgE hacia Ole e 14 por encima del 50%.
Sin embargo, y como cabía esperar, ésta era muy limitada en el caso del extracto de
O. europaea. Esto, junto con el hecho de que la inhibición conseguida con el extracto de
S. kali era superior al 54%, apoyaría la hipótesis de la existencia de otras isoformas más
parecidas a Sal k 6 que la isoforma clonada de Ole e 14.
En conjunto, en este trabajo se ha conseguido identificar y caracterizar una de las
isoformas de las PGs presentes en el polen de olivo, concretamente una variante
hipoalergénica que podría ser incluida en protocolos de desensibilización al polen de
olivo. Asimismo, hemos evaluado por primera vez en profundidad el papel de las PGs
en procesos de reactividad cruzada, lo que en último término permite predecir futuras
sensibilizaciones de los pacientes a través de este alérgeno. Por último, y de acuerdo con
los resultados obtenidos mediante el análisis bioinformático y a nivel de reconocimiento
IgE, sugerimos el uso de Sal k 6 como marcador de alergia al polen de olivo a través de
PGs dada la potencial existencia de isoformas más similares a este alérgeno que la
isoforma de Ole e 14 clonada en este trabajo.
BLOQUE II
El polen de olivo es una de las principales causas de alergia en la cuenca
mediterránea, aunque debido al aumento del cultivo de este árbol en otras regiones del
mundo, también juega un importante papel como inductor de la alergia en Estados
Unidos, Latinoamérica, Sudáfrica, Australia, Japón y China [74, 75]. Hasta la fecha se






                                     
                               
                         
                           
                                   
                                           
                               
                       
                               
                     
                     
                     
                         
                                   
                     
              
                         
                               
                           
                           
                           
                           
                           
                             
                           
                           
      
                       
                         
                         
                       

 
                   
                
             
              
                  
                      
                
            
                
           
           
           
             
                  
           
       
             
                
              
              
              
              
              
               
              
              
  
            
             
             




e 15, a excepción de Ole e 13, que se trata de un alérgeno alimentario del fruto del olivo
[75, 249‐251]–. Entre ellos, Ole e 7, ubicado dentro de la familia nsLTPs, se ha asociado
al desarrollo de síntomas clínicos severos, especialmente en áreas con altos niveles de
polen de olivo como ocurre enAndalucía. Además, bajo estas condiciones de alta presión
polínica, Ole e 7 es capaz de desbancar a Ole e 1 como principal inductor de alergia a
este polen [79]. A pesar de que Ole e 7 se identificó en la década de los 90 en el polen de
olivo [40] y de su importancia desde el punto de vista clínico, su clonaje y producción
como alérgeno recombinante no había sido posible debido principalmente al alto grado
polimórfico que presenta la proteína y a la inestabilidad de su mRNA, lo que dificulta la
obtención de su estructura primaria completa mediante técnicas de biología molecular
convencionales. La falta de una isoforma recombinante del alérgeno disponible ha
imposibilitado el estudio estructural, inmunológico y funcional en profundidad de éste,
impidiendo su utilización en clínica y, por tanto, el correcto diagnóstico y tratamiento
de los pacientes alérgicos a Ole e 7. Por ello, en este trabajo hemos recurrido al uso de
técnicas proteómicas, como alternativa a los abordajes tradicionales, para determinar la
secuencia primaria del alérgeno [144, 252, 253].
En el primer trabajo incluido en este bloque, que se corresponde con la
publicación “A recombinant isoform of the Ole e 7 olive pollen allergen assembled by de novo
mass spectrometry retains the allergenic ability of the natural allergen”, se obtuvo la estructura
primaria de la proteína Ole e 7 a partir de diferentes fragmentos peptídicos mediante
LC‐MS/MS y la superposición de los mismos, lo que hizo posible su posterior expresión
como alérgeno recombinante (rOle e 7) y el análisis de sus características estructurales e
inmunológicas en comparación con el alérgeno natural aislado del polen (nOle e 7). Para
ello, se utilizaron tanto sueros como células de pacientes alérgicos al polen de olivo, que
permitieron determinar el grado de similitud epitópica y la equivalencia en cuanto a la
la liberación de mediadores de la alergia provocada por la forma recombinante y natural
del alérgeno.
El abordaje proteómico comenzó con la separación del alérgeno natural del polen
de olivo mediante 2DE [40], localizándose un spot mayoritario que se correspondía con
Ole e 7, aunque también se identificaron otros spots minoritarios que confirmaban la






                         
                           
                             
                                 
                               
                       
                             
                           
                     
                           
                  
                         
                             
                               
                           
                           
                       
                                 
                             
                         
                           
              
               
                                                        
                               
                     
                             
                         
                         
                         
                           

 
             
              
               
                 
                
            
               
              
           
              
         
             
               
                
              
              
            
                 
               
             
              
       
        
               
                
           
               
             
             
             




digestión tríptica en gel y se analizómediante LC‐MS/MS para la posterior secuenciación
de novo de los potenciales péptidos de la proteína utilizando el software PEAKS Studio
(Figura 1, Artículo III). La selección de los péptidos obtenidos durante el análisis por MS
se llevó a cabo según dos criterios: i) la frecuencia e intensidad con la que aparecían estos
péptidos durante el análisis (Tabla 1, Artículo III), y ii) el grado de similitud de la
secuencia de aminoácidos del alérgeno con otras nsLTPs alergénicas (Figura 2, Artículo
III). Así, se identificaron un total de 417 péptidos de los que se seleccionaron trece,
coincidiendo tres de ellos en parte de la secuencia con los obtenidos durante una
tentativa anterior mediante degradación de Edman del alérgeno natural purificado. Esos
trece péptidos se utilizaron para llevar a cabo el ensamblaje manual de la secuencia
primaria de Ole e 7 (Figura 2, Artículo III).
Destacar que prácticamente a la conclusión de este trabajo se publicó el genoma
de un olivo milenario [192], lo que nos permitió confirmar la existencia de la secuencia
ensamblada de la proteína alergénica, así como de otras tres isoformas de Ole e 7 muy
similares a la obtenida en este trabajo, que mostraban unos valores de identidad y
similitud de secuencia del 71 al 82% y del 82 al 94%, respectivamente (Figura
Suplementaria 2, Artículo III). Cabe destacar, que las diferencias entre las distintas
isoformas de Ole e 7 consistían en tres cambios de aminoácidos en la secuencia y en la
falta de cuatro aminoácidos en el carboxilo terminal de la proteína. El elevado grado de
identidad y similitud de secuencia observados confirmarían la utilidad y eficacia de este
abordaje en la obtención de la secuencia primaria de alérgenos cuya obtención de otra
manera había resultado infructuosa mediante otros abordajes.
Seguidamente se abordó la expresión, purificación y caracterización
inmunológica del alérgeno con el fin de evaluar la equivalencia entre rOle e 7 y
nOle e 7. El alérgeno recombinante fue expresado en P. pastoris ya que este sistema de
expresión permite la formación de puentes disulfuro, presentando esta proteína cuatro
de estos enlaces y siendo este motivo característico de las nsLTPs (Figura 3, Artículo III)
[254]. Una vez obtenida la isoforma recombinante del alérgeno, se confirmó que tanto
ésta como el alérgeno natural presentaban la estructura característica de las nsLTPs, con
un elevado porcentaje de estructuras en hélice α –70%– [43, 255‐257] (Figura 3, Artículo






                                 
                       
                             
                         
                 
                     
                           
                     
                             
                     
                                 
                         
                           
                                   
                                 
                         
                             
                           
                         
                                   
                                 
                             
                               
                   
                         
                               
                         
                         
                               
                   
                             

 
                 
            
               
             
         
           
              
           
               
           
                 
             
              
                  
                 
             
               
              
             
                  
                 
               
                
         
             
                
             
             
                
          




lámina β entre rOle e 7 y nOle e 7, en torno al 10%. Estas pequeñas variaciones podrían
ser consecuencia de la existencia de diferentes isoformas del alérgeno natural presente
en el polen (Figura Suplementaria 2, Artículo III), o como se ha descrito para algunas
nsLTPs, por una ligera inestabilidad estructural [43, 255]. Desde el punto de vista
inmunológico, ambos alérgenos eran antigénicamente equivalentes y muy similares
alergénicamente, tal como demuestran los experimentos de reconocimiento IgG e IgE
específicas (Figura 4, Artículo III). Sin embargo, el reconocimiento IgE hacia rOle e 7
resultó ligeramente menor en determinados pacientes respecto al alérgeno natural, entre
un 15% y un 37%. Esta diferencia en el reconocimiento IgE podría estar provocada por
la heterogeneidad en las secuencias de aminoácidos de las diferentes isoformas
contenidas en nOle e 7 y, por tanto, la existencia en la forma natural del alérgeno de
epítopos que no estarían presentes en la forma recombinante. Esto estaría apoyado por
los resultados obtenidos en los experimentos de inhibición, donde nOle e 7 inhibe por
completo la unión IgE hacia rOle e 7 mientras que la capacidad inhibitoria de rOle e 7 es
menor, en torno al 25% por WB y entre el 20‐60% por ELISA (Figura 5, Artículo III).
Asimismo, el análisis proteómico que inicialmente se llevó a cabo, apoya el polimorfismo
y la heterogeneidad del alérgeno Ole e 7, ya que durante dicho análisis se identificaron
hasta un total de 41 secuencias de aminoácidos diferentes sólo para el péptido amino
terminal de la proteína (Tabla Suplementaria S1, Artículo III). Finalmente, se evalúo la
capacidad de rOle e 7 y nOle e 7 para provocar la liberación de mediadores de la alergia.
Para ello, se llevaron a cabo experimentos ex vivo, mediante BAT, e in vitro, a través del
uso de células RBL‐2H3 humanizadas. En ambos casos, se confirmó que rOle e 7 poseía
una capacidad equivalente a la de nOle e 7 tanto en la desgranulación de basófilos como
en la liberación del mediador de la respuesta alérgica β‐hexosaminidasa.
En resumen, en este trabajo se obtuvo la secuencia completa de aminoácidos del
alérgeno del polen de olivo Ole e 7 mediante proteómica, tras más de veinte años desde
su identificación, lo que demuestra el potencial de las técnicas proteómicas en la
identificación y caracterización de alérgenos. El abordaje llevado a cabo en este trabajo
ha permitido la producción de una forma recombinante de Ole e 7, así como analizar sus
propiedades estructurales e inmunológicas, confirmando que ésta resulta equivalente al






                   
                                 
                
                           
                         
      
 
                               
                           
                             
                     
                     
                               
                             
                       
                             
                             
                           
                       
                       
                       
                         
                         
                         
                         
                        
                       
                               
                             
                         

 
          
                 
        
              
             
   
                
              
               
           
           
                
               
            
               
               
              
            
            
            
             
             
             
             
            
            
                
               




producción recombinante de alérgenos [258], sugerimos que la isoforma recombinante
de Ole e 7 aquí descrita podría ser una herramienta de gran utilidad en el diagnóstico in
vitro de pacientes sensibilizados al polen de olivo.
La obtención de dicha isoforma recombinante de Ole e 7 permitió que durante el
desarrollo de esta Tesis Doctoral se pudiera profundizar en el estudio inmunológico y
funcional del alérgeno.
Las nsLTP, entre ellas Ole e 7, son un grupo de proteínas que se caracterizan por
poseer una cavidad hidrofóbica (tunnel‐like) donde se localiza un sitio de unión a lípidos,
lo que permite su unión y transporte [259]. Algunos trabajos se han centrado en el
análisis de la interacción lípido‐alérgeno y su influencia en las características
estructurales e inmunológicas de las proteínas alergénicas [260‐262]. Sin embargo, estos
aspectos no se han evaluado hasta ahora para Ole e 7 ya que las cantidades disponibles
del alérgeno natural purificado a partir del polen no permitían este tipo de análisis y
tampoco se contaba con una isoforma recombinante del mismo que solventase tal
problema. Por otro lado, la propagación de los aeroalérgenos, entre ellos Ole e 7, tiene
lugar a través de las vías respiratorias superiores, de manera que éstos llegan a la
superficie de la mucosa pulmonar y entran en contacto tanto con células epiteliales como
con el surfactante pulmonar. Este surfactante pulmonar consiste en unamezcla compleja
formada fundamentalmente por lípidos (92%) y proteínas (8%) y, aunque su principal
función es el correcto funcionamiento de los pulmones [180], también parece estar
implicado en la respuesta inmunitaria en éstos [181‐183, 263‐265]. Por tanto, conocer el
comportamiento del alérgeno a nivel interfacial en las vías respiratorias, con qué lípidos
del surfactante pulmonar podría interaccionar y de qué manera esta interacción afecta a
la movilidad y propagación del alérgeno a través del epitelio pulmonar ayudaría a
comprender el papel que juega Ole e 7 en la respuesta alérgica.
En este contexto, el objetivo del trabajo titulado “Biophysical and biological impact
on structure and allergenicity due to the interaction of the allergen Ole e 7 with phospholipid
layers”, ha consistido en analizar la capacidad de interacción del alérgeno Ole e 7 con






                         
                           
                  
                             
                       
                               
                         
                         
                           
                           
                             
                       
                             
                         
                             
                         
                         
                               
                     
                     
                           
                           
                     
                         
     
                         
                             
                             
                           
                                 
                       

 
             
              
         
               
            
                
             
             
              
              
               
            
               
             
               
             
             
                
           
           
              
              
           
             
   
             
               
               
              
                 




alergenicidad. Asimismo, se ha evaluado la capacidad de adsorción del alérgeno a la
interfase aire‐líquido a nivel de las vías respiratorias mediante el uso de modelos de
monocapas de fosfolípidos, principales componentes lipídicos del surfactante pulmonar.
En primer lugar, se analizó la capacidad de unirse a lípidos del alérgeno, para lo
cual se llevaron a cabo tanto experimentos de fluorescencia como de interferometría
(Figura 1, Artículo IV). Se demostró así que Ole e 7 interaccionaba con gran variedad de
especies moleculares lipídicas, tal como se ha descrito para otras nsLTPs [266]. Esta
heterogeneidad en cuanto a su ligando lipídico vendría dada por la plasticidad y
flexibilidad de la cavidad hidrofóbica que poseen estas proteínas [254, 267]. A pesar de
la “promiscuidad” del alérgeno con respecto a la unión a distintos lípidos, se detectó
cierta preferencia por el ácido oleico, lo que coincide con lo observado para otras nsLTPs
que interaccionan con éste y otros ácidos grasos insaturados [260‐262, 268]. Realizamos
un modelo de la interacción del alérgeno con el ácido oleico utilizando como modelo la
estructura obtenida mediante cristalografía de la nsLTP del maíz en presencia de ácido
oleico, con el que interacciona [268]. Así, pudimos determinar que el ácido oleico se unía
a la cavidad hidrofóbica del alérgeno y que dicha interacción se producía principalmente
a través de residuos alifáticos (Figura Suplementaria 1, Artículo IV). Respecto a los
fosfolípidos, se observó unamayor unión a PG y PS, tanto en ausencia como en presencia
de colesterol. El análisis por interferometría nos permitió determinar además la
estabilidad de la interacción lípido‐proteína, resultando la interacción con PG menos
estable que la interacción con PS. El mismo comportamiento se detectó en presencia de
colesterol. Por otro lado, también se detectó una elevada interacción con la mezcla de
POPC:SM:Chol (2:1:1), lo que sugiere que esta proteína podría interaccionar con
membranas ya que esta mezca es utilizada como modelo de interacción con membranas
eucariotas [269, 270].
Una vez confirmada la interacción con lípidos, se estudió la influencia de dicha
interacción en la estructura y alergenicidad de Ole e 7. A nivel estructural, se observaron
ligeros cambios en el componente hélice α de la proteína tras la incubación tanto con el
ácido oleico como con la mezcla PG:Chol (2:1) (Figura 2, Artículo IV), aunque estos
cambios no superaban el 5% respecto a al alérgeno en ausencia de lípido. A pesar de ello,






                             
                               
                               
                  
                           
                               
                         
                               
                         
                       
                                 
                           
                         
                         
                           
                     
                                 
                       
                               
                             
                         
                                 
                                    
                       
                                 
                           
                           
                         
                         
                             
                         

 
               
                
                
         
              
                
             
                
             
            
                 
              
             
             
              
           
                 
            
                
               
             
                 
                  
            
                 
              
              
             
             
               




conformación nativa de Ole e 7, afectando así a su capacidad alergénica [260, 261]. Sin
embargo, al contrario de lo descrito para otras nsLTPs [261, 262], la interacción de Ole e
7 con lípidos no produjo cambios en su capacidad de unir IgEs de sueros de pacientes
alérgicos al polen de olivo (Figura 4, Artículo IV).
De forma paralela, se confirmó la capacidad de adsorción interfacial de Ole e 7
(Figura 5, Artículo IV), es decir, se demostró la tendencia del alérgeno a localizarse en la
interfase aire‐líquido [271]. El comportamiento interfacial de Ole e 7 se analizó en
comparación con la de otro alérgeno del polen de olivo de relevancia clínica, Ole e 1,
cuya actividad interfacial se ha descrito previamente [272]. En contra de lo esperado
según los valores de hidrofobicidad calculados para cada alérgeno (‐0.0473 y ‐0.105 para
Ole e 1 yOle e 7, respectivamente), Ole e 1 presentaba unamayor capacidad de adsorción
a la interfase aire‐líquido que Ole e 7 (Figura Suplementaria 1, Artículo IV). Estos
resultados permitieron hipotetizar sobre el papel in vivo que desempeñaría Ole e 7,
concretamente en la transferencia de lípidos a la interfase aire‐líquido [102, 273, 274].
Una vez confirmada la actividad interfacial del alérgeno, ésta se estudió en el contexto
del surfactante pulmonar, un importante agente tensoactivo que cubre las vías
respiratorias distales. Al igual que Ole e 1, Ole e 7 era capaz de inhibir la adsorción
interfacial in vitro del surfactante pulmonar. Sin embargo, esta inhibición se iba
perdiendo con el tiempo, a diferencia de lo observado para Ole e 1, que parece formar
un film proteico más estable que cubre gran parte de la superficie interfacial (Figura 6,
Artículo IV). Estas diferencias podrían explicarse por la diferencia en la masa molecular
de los alérgenos, siendo Ole e 7 una proteína globular de tan solo 9.8 kDa mientras que
Ole e 1 es una proteína de mayor tamaño, con varias glicoformas (20 y 22 kDa) y gran
tendencia a oligomerizar [130]. Una explicación alternativa, y no excluyente de la
anterior, es que Ole e 7 podría ser capaz de transferir los lípidos del surfactante a la
interfase, cumpliendo así con su función de nsLTP [102, 273, 274]. La capacidad de
transferir lípidos se ha confirmado in vitro en otras proteínas de este grupo, habiéndose
observado el intercambio de fosfolípidos como PC, PI y PG entre membranas biológicas
[275‐277]. Así mismo, otro factor determinante en la capacidad de adsorción del alérgeno
a la interfase aire‐líquido parece ser la carga neta de los lípidos que componen la






                       
                           
                             
                             
                         
                                   
                           
                         
              
                           
                             
                         
                             
                       
                             
                           
                               
                           
                
 
                         
                           
                           
                               
                         
                     
                             
                             
                                   
                     

 
            
              
               
               
             
            
              
             
       
              
               
             
               
            
               
              
                
              
        
             
              
              
                
             
           
               
               
                  




carga negativa. Estos resultados apoyan lo observado inicialmente en los ensayos de
unión utilizando vesículas de PG y PS (Figura 1, Artículo IV). Para determinar qué
aminoácidos podrían estar implicados en la interacción entre Ole e 7 y los lípidos, se
realizó unmodelo estructural de Ole e 7 utilizando la información descrita para la nsLTP
del melocotón, Pru p 3 [278] (Figura Suplementaria 2, Artículo IV). Observamos que
ciertos aminoácidos con carga positiva podrían estar implicados en la interacción de
Ole e 7 con lípidos, dada su localización en estructuras en hélice α (Figura Suplementaria
4, Artículo IV), las cuales parecen estar implicadas en fenómenos de interacción con
membranas y unión de lípidos [279, 280].
En resumen, en este trabajo se ha llevado a cabo un estudio multidisciplinar del
alérgeno Ole e 7, aportando por primera vez información sobre la capacidad de éste de
interaccionar con lípidos y membranas lipídicas a nivel de las vías respiratorias. Este
proceso podría resultar determinante en la difusión del alérgeno a través de éstas y, en
consecuencia, en su potencial en el desencadenamiento de la respuesta alérgica. Sin
embargo, a nivel molecular no se ha podido confirmar un cambio respecto a la capacidad
de unir IgE de la proteína tras la interacción con las diferentes moléculas lipídicas.
Profundizar en el estudio de la interacción de Ole e 7 con lípidos resultaría de gran
interés en el análisis del papel inmunomodulador del complejo Ole e 7‐lípido, así como
sus efectos en la alergenicidad de la proteína.
Por otro lado, la implicación de las nsLTPs en fenómenos de reactividad cruzada,
tanto en pólenes como entre alimentos, se ha estudiado ampliamente [68, 281, 282]. Entre
los miembros de esta familia de proteínas alergénicas se encuentra Pru p 3, alérgeno
principal del melocotón y muy relevante desde el punto de vista clínico ya que no sólo
presenta reactividad cruzada con nsLTPs de alimentos, sino también de pólenes [42, 46,
283‐285]. Además, este alérgeno actúa como sensibilizador primario de la alergia
alimentaria a frutas de la familia Rosaceae en regiones donde el abedul no tiene una
presencia muy elevada, como ocurre en el sur de Europa [68, 286‐288]. Por el contrario,
en zonas donde abunda el polen de abedul son los alérgenos de la familia Bet v 1‐like las






                               
                             
                               
                       
                               
                         
                               
                           
                                                           
                         
                               
                       
                         
                           
                           
                         
                             
                           
                       
                         
                             
                             
                         
                       
                     
                   
                             
                             
                               
                               
                             

 
                
               
                
            
                
             
                
              
                 
             
                
            
             
              
              
             
               
              
            
             
               
               
             
            
           
          
               
               
                
                




existe una fuerte exposición a pólenes distintos al del abedul, Pru p 3 puede perder su
papel como sensibilizador primario [67, 282]. En el sur de la Península Ibérica, donde la
presencia del olivo es muy intensa [289] y el polen de este árbol se comporta como
principal sensibilizador en la población alérgica, se ha observado que ciertos pacientes
alérgicos a Ole e 7 muestran una sintomatología asociada a la ingesta de frutas de la
familia Rosaceae, siendo frecuente la co‐sensibilización al alérgeno Pru p 3. Dadas estas
observaciones clínicas, y disponiendo de una forma recombinante de Ole e 7 y Pru p 3
que permitía contar con cantidad suficiente de alérgeno, se planteó el estudio de la
relación existente entre Ole e 7 y Pru p 3, con el objetivo de determinar si dicha
co‐sensibilización era consecuencia de una reacción cruzada entre ambas nsLTPs o si se
debía a la acción de Ole e 7 como agente sensibilizador primario, cuyo papel no había
sido estudiado hasta la fecha. Los resultados obtenidos permitieron la consecución del
trabajo presentado en esta Tesis Doctoral titulado “New insights into the sensitization to
non‐related nsLTPs from pollen and food: new role of the allergen Ole e 7”.
Para analizar la implicación de Ole e 7 en procesos de reactividad cruzada a
través de nsLTPs, se llevaron a cabo experimentos de inhibición mediante ELISA con
sueros de pacientes alérgicos a Ole e 7 y extractos de distintos pólenes y alimentos,
observándose inhibición no sólo con pólenes de la familia Oleaceae –L. vulgare, S. vulgaris
y F. excelsior– y Betulaceae –B. verrucosa–, sino también con alimentos, concretamente
pera –P. communis– y melocotón –P. persica–, en este último caso presumiblemente a
través del alérgeno Pru p 3 (Figura 1, Artículo V). Previamente, Florido et al. habían
observado una relación entre la alergia alimentaria severa y la sensibilización a Ole e 7
[290], aunque otros trabajos no apoyaban tal afirmación [66, 281]. Las diferencias en
dichas observaciones podrían deberse a la heterogeneidad de las poblaciones de estudio,
es decir, las características demográficas de cada población, que, influenciadas además
por diversos factores medioambientales, resultan determinantes en la obtención e
interpretación de los resultados [291‐293]. En este estudio se ha confirmado que Ole e 7
y Pru p 3 comparten epítopos IgG e IgE, resultando la conformación de la proteína
crucial en el reconocimiento por parte de las IgEs de los pacientes ya que éste disminuye
bajo condiciones no reductoras (Figura 2 y 3, Artículo V). Sin embargo, no se ha podido






                               
                           
                               
                             
                       
                         
                                 
                         
                             
                       
                         
                               
                     
                           
                       
                                 
                             
                       
                         
                                 
                             
                             
                                 
                             
                                   
        
                                  
                                 
                       
                     
                             

 
                
              
                
               
            
             
                 
             
               
            
             
                
           
              
            
                 
               
            
             
                 
               
               
                 
               
                  
    
          
                 
            
           




los pacientes alérgicos porque, a diferencia de los epítopos IgE de Pru p 3 que están
perfectamente identificados, las zonas de reconocimiento IgEs en Ole e 7 no se han
determinado a día de hoy [278, 294]. El uso de nuevos abordajes que permiten el mapeo
epitópico de los alérgenos supone un avance en la determinación de las regiones de la
proteína implicadas en el desarrollo de la respuesta alérgica, especialmente en casos
donde se desconoce la estructura tridimensional de los alérgenos [145, 146], como ocurre
con Ole e 7. En este contexto, en esta Tesis Doctoral se ha planteado el empleo de
microarrays de proteínas de fusión Halo Tag‐NAPPA con el objetivo de analizar la
existencia de epítopos comunes entre Ole e 7 y Pru p 3 que aportasen información
adicional a los resultados obtenidos mediante ELISA y WB, concretamente en la
determinación de los epítopos con mayor frecuencia de reconocimiento por parte de los
pacientes a estas nsLTPs. Para ello, se ha utilizado el sistema de clonaje Gateway, que ha
permitido la producción obtener plásmidos para expresar in vitro siete péptidos
solapantes para cada una de las proteínas, lo que facilitaría en último término la
identificación específica de los epítopos implicados en la reactividad cruzada entre ellas.
La expresión de éstos se llevó a cabo in situ mediante el uso de lisados celulares HeLa.
Hasta la fecha, se ha conseguido expresar de forma óptima cada uno de los péptidos
utilizando dos soportes de unión de los péptidos, esferas magnéticas y microarrays
tratados con cloroalcanos. En ambos casos, los péptidos quedan anclados bien a las
esferas, o bien a la superficie del array, a través de un enlace covalente gracias a la
presencia de la proteína Halo Tag con la que los péptidos se han expresado. Actualmente
se está llevando a cabo la optimización del métodomediante el cribado de una población
de sueros de Córdoba sensibilizados a Ole e 7. El objetivo final sería no sólo analizar el
reconocimiento IgE de regiones específicas de la estructura de los alérgenos Ole e 7 y
Pru p 3, sino ampliar el estudio a otras nsLTPs con las que se ha descrito que existe
reactividad cruzada [64, 260‐262].
Por otro lado, se identificaron cuatro pacientes sensibilizados únicamente a
Ole e 7 cuyos basófilos desgranulaban también frente a Pru p 3 (Figura 4, Artículo V). El
mismo comportamiento se observó mediante experimentos in vitro llevados a cabo con
el modelo celular humanizado RBL‐2H3 (Figura 5, Artículo V). Dicho comportamiento






                       
                               
                             
                         
                             
                       
                         
                         
                     
                       
                           
                           
                           
                                 
                                   
                             
                           
                             
                         
                         
                                       
                           
                                       
                           
                             
                         
                         
                       
                               
         

 
            
                
               
             
               
            
             
             
           
            
              
              
              
                 
                  
               
              
               
             
             
                    
              
                    
              
               
             
             
            
                




la diferente sensibilidad que posee cada técnica experimental, siendo la sensibilidad del
TAB superior. Esto explicaría la falta de reconocimiento IgE hacia Pru p 3 por parte de
los pacientes en los que se detectó desgranulación por TAB. Otra posibilidad es que se
tratase de epítopos IgE de baja afinidad [295, 296], entorpeciendo el reconocimiento por
WB o ELISA, pero que sí pudieran ser capaces de desencadenar la respuesta alérgica a
nivel celular, detectadamediante TAB. Cabe destacar que estos pacientes no presentaban
sintomatología frente al melocotón u otras Rosáceas. A pesar de ello, no puede
descartarse la existencia de co‐sensibilización tal como se ha descrito previamente en la
literatura donde, aunque los pacientes no presentaban sintomatología, ésta sí existía
[297]. Los resultados obtenidos plantean la posibilidad de que dichos pacientes se
encuentren en estadíos tempranos de la alergia a Rosáceas, concretamente a la nsLTP del
melocotón. Así, Ole e 7 actuaría como sensibilizador primario de la alergia a ciertos
alimentos, en este caso al melocotón, lo que vendría promovido por la elevada presencia
de polen de olivo en la región de Córdoba, a la que pertenece la población de estudio,
tal como ocurre con Art v 3, la nsLTP del polen de Artemisia, en regiones de la Península
Ibérica, como Murcia [282], o en China [67]. Hipótesis similares se han planteado en la
relación de alergias alimentarias con alergias al polen de gramíneas [79] y abedul [298].
Asimismo, tampoco podemos descartar que la vía de sensibilización a Pru p 3 no se
produzca por vía gastrointestinal sino a través de las vías respiratorias. De hecho, Pérez‐
Calderón et al. sugieren que la alergia ocupacional al melocotón surge como consecuencia
de la inhalación del alérgeno Pru p 3 presente en las hojas y el polen de la planta, y no
del fruto [299]. Marzban et al. plantean un mecanismo similar en la sensibilización al
polen de abedul y los alérgenos de la manzana Mal d 1 y Mal d 3 [300]. Por último, debe
tenerse en consideración la influencia de otros factores en el desarrollo de la respuesta
alérgica y la expresión de los síntomas clínicos asociados [301]. Así pues, la vía de
sensibilización en la alergia a alimentos resulta determinante, ya que el microbioma de
la cavidad oral difiere del microbioma intestinal, siendo crucial en la susceptibilidad del
individuo durante el proceso de sensibilización a un determinado alérgeno [302]. Por
consiguiente, un cambio en la vía de sensibilización a Pru p 3 podría explicar la ausencia






                         
                         
                                 
                     
                             
                       
                         
                         
                         
                             
                       
       
 
                     
                           
                   
                           
                         
                     
                           
                       
                       
                         
             

 
             
             
                 
           
               
            
             
             
             
               
            
    
           
              
          
              
             
           
              
            
            
             




En resumen, en este trabajo hemos encontrado por primera vez evidencias de la
existencia de reactividad cruzada, tanto a nivel antigénico como alergénico, entre Ole e
7, un alérgeno de gran relevancia clínica en la región de Andalucía, y Pru p 3, alérgeno
principal del melocotón. Además, los resultados obtenidos plantean una nueva hipótesis
acerca del papel de Ole e 7 como agente sensibilizador en la alergia a alimentos,
concretamente al melocotón, aunque no podemos descartar un papel similar en la
sensibilización a otras frutas de la familia Rosaceae en condiciones de elevada presencia
de polen de olivo, como ocurre en Andalucía. Los resultados obtenidos plantean la
existencia de nuevas rutas de sensibilización al melocotón, en concreto la vía inhalada.
Asimismo, la influencia de otros factores en la aparición de los síntomas asociados a la
alergia requeriría un estudio más profundo, pudiendo ayudar al entendimiento de este
tipo de casos clínicos.
Globalmente, los trabajos resultantes de la investigación llevada a durante esta
Tesis Doctoral apoyan el uso de la proteómica como una potente herramienta en la
identificación y caracterización de alérgenos, constituyendo la espectrometría de masas
una de las técnicas más relevantes y versátiles para la identificación y caracterización de
proteínas alergénicas [72, 303, 304]. Por otro lado, dichas técnicas han permitido la
identificación de regiones específicas de los alérgenos responsables de la respuesta
alérgica [305, 306], lo que contribuiría a la mejora del tratamiento de los pacientes
pasando de la administración de vacunas que consisten en extractos proteicos complejos
a nuevas estrategias como el uso de vacunas constituidas por isoformas hipoalergénicas
de alérgenos o péptidos de pequeño tamaño que incluyan epítopos específicos de la

























             
             
 
                      
                             
   
   
                                
                     
         
 
                      
                     
                           
                     
                     
 
                          
                 
                 
  
 
                        
                   
                         




                    
                       
                     
                 
                         
      
 
                
                         
                       

 
       
       
           
               
  
  
	                 
           
     
	            
           
              
           
           
	              
         
         
 
	             
          
             
    
  
	           
            
           
         
             
   
	         
             




BLOQUE I: IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS
ALERGÉNICAS IMPLICADAS EN PROCESOS DE REACTIVIDAD CRUZADA.
 Capítulo I. Identificación de nuevos alérgenos de relevancia clínica del polen
de salsola y olivo implicados en procesos de reactividad cruzada: Sal k 6 y Ole
e 14.
Artículo I
I. Se ha identificado un nuevo alérgeno del polen de S. kali –Sal k 6– a partir
de un fragmento originado por la degradación de la proteína completa,
una poligalacturonasa de 47 kDa.
II. Se ha producido una forma recombinante del alérgeno que ha permitido
su caracterización estructural e inmunológica. Se determinó así que Sal k
6 tiene una frecuencia de reconocimiento IgE entre el 19 y el 39%, en
función de la población de estudio, lo que está directamente relacionado
con los niveles de polen de Amarathaceae presentes en el ambiente.
III. Se ha confirmado la implicación de Sal k 6 en procesos de reactividad
cruzada a través de poligalacturonasas de otras fuentes polínicas,
principalmente de plantas de la familia Oleaceae, Betulaceae y
Amaranthaceae.
IV. A pesar de que la existencia de reacciones cruzadas a través de
poligalacturonasas de alimentos no incluidos en esta investigación no se
puede descartar, no se detectó inhibición IgG o IgE con ninguno de los
extractos de alimentos testados.
Artículo II
I. Se ha clonado y producido una isoforma recombinante de la
poligalacturonasa alergénica presente en el polen deO. europaea, Ole e 14.
Su existencia en el polen de olivo se confirmó mediante métodos
bioquímicos y bioinformáticos, identificando una isoforma en el genoma
del olivo con unos valores de identidad y similitud de secuencia del 98%
y 99%, respectivamente.
II. La identificación por métodos bioinformáticos e inmunodetección en
membrana de otras tres isoformas de Ole e 14 en este polen, cuya







                   
                
                   
                       
           
 
                    
                     
                               
                       
                
 
                            
                
 
                          
                     
                             





                 
                     
 
 
                      
           
   
                                        
                       
                         
                 
 
                          
                       
                     
 
          
        
          
            
      
	           
           
                
            
        
	               
        
	              
           
               
            
 
         
           
 
           
      
  
	           
            
             
         
	              
            




clonada (entre el 46–48 y 66–68%, respectivamente), indican que la
isoforma clonada se trata de una isoforma hipoalergénica.
Dado el papel de los hipoalérgenos en los tratamientos de
desensibilización, se plantea la posible utilización de Ole e 14 en el
tratamiento de pacientes alérgicos al olivo.
III. La caracterización estructural e inmunológica de la isoforma clonada del
alérgeno Ole e 14 se realizó en comparación con la poligalacturonasa
identificada en el polen de S. kali, Sal k 6. Ole e 14 mostró una prevalencia
del 19%, significativamente menor que la manifestada por Sal k 6 incluso
en pacientes únicamente sensibilizados al polen de olivo.
IV. Se ha demostrado la implicación de Ole e 14, así como la de las
poligalacturonasas en general, en la reactividad cruzada polen‐polen.
V. Debido a la elevada prevalencia de reconocimiento de Sal k 6 en pacientes
sensibilizados al polen de olivo, sugerimos la utilización de este alérgeno
no sólo como marcador de la alergia al polen de S. kali, sino también al
polen de O. europaea en pacientes sensibilizados a este polen través de
poligalacturonasas.
BLOQUE II: DETERMINACIÓNDE LASECUENCIACOMPLETADELALÉRGENO
DEL POLEN DE OLIVO Ole e 7. ÁNALISIS ESTRUCTURAL, INMUNOLÓGICO Y
FUNCIONAL.
 Capítulo II. Obtención de la secuencia completa de aminoácidos y producción
recombinante del alérgeno Ole e 7.
Artículo III
I. Se ha obtenido la secuencia completa de aminoácidos del alérgeno
Ole e 7 mediante secuenciación de novo por espectrometría de masas, tras
no haber sido posible la obtención de la misma desde su identificación en
el polen de olivo hace más de veinte años.
II. Se produjo una forma recombinante del alérgeno Ole e 7 en P. pastoris,
cuya frecuencia de reconocimiento IgE era del 85%, mientras que para el







                   
               
                   
                   




                          
                                                     
     
   
                          
                   
                                   
                         
               
                             
                 
             
 
                      
                     
 
                            
                   
                   
                     
                       
                  
                     
                         
                    
 
                        
                   





          
        
          
          
       
             
            
   
  
	              
          
          
             
        
               
         
      
	            
           
	               
          
          
           
            
         
           
             
          
	             
          
           




alergénico entre la forma recombinante y natural del alérgeno se
demostró mediante ELISA, inmunodetección en membrana y ensayos
celulares. Los resultados obtenidos indican que el uso del alérgeno
recombinante resulta adecuado para la realización del diagnóstico in vitro
en pacientes sensibilizados a esta nsLTP alergénica.
 Capítulo III. Estudio de la influencia de los lípidos en la capacidad alergénica
de Ole e 7: interacción con fosfolípidos y ácidos grasos, y papel
a nivel interfacial.
Artículo IV
I. Se ha demostrado, por primera vez, la interacción del alérgeno Ole e 7
tanto con fosfolípidos como ácidos grasos. La interacción con fosfolípidos
se producía principalmente con aquellos cuya carga neta era negativa
(PG y PS), tanto en ausencia como en presencia de colesterol. Sin embargo,
los experimentos de interferometría demostraron que dicha interacción
era más estable con PS y PS:Chol. Por otro lado, la mayor afinidad en la
interacción proteína–lípido se observó con el ácido oleico, coincidiendo
con lo descrito para otras nsLTPs.
II. No se detectaron cambios significativos ni en la estructura secundaria del
alérgeno ni en el potencial alergénico tras la interacción con lípidos.
III. Se ha confirmado la actividad interfacial de Ole e 7, tanto en el contexto
de monocapas lipídicas como en el del surfactante pulmonar. Asimismo,
la adsorción del alérgeno a la interfase aire–líquido parece estar
determinada por la carga de los lípidos que constituyen la monocapa,
resultado la adsorción del alérgeno a la interfase mayor cuando ésta está
constituida por lípidos de carga negativa (DPPG y DPPS).
La actividad interfacial descrita para el alérgeno Ole e 7 podría
determinar la difusión de éste a través de las vías respiratorias y, por
tanto, en el desencadenamiento y gravedad de la respuesta alérgica.
IV. Se ha demostrado que Ole e 7 inhibe la adsorción interfacial del
surfactante pulmonar, aunque dicha capacidad se pierde con el tiempo.








                      
                                                               
     
   
                        
               
                                                
      
 
                    
                               
               
             
 
                    
                       
                           
                           
                   
                     
     
 
           
                 
   
  
	             
        
               
   
	           
                
        
       
	           
            
              
              
          
           




 Capítulo IV. Análisis de la reactividad cruzada polen‐alimento a través de
nsLTPs: Ole e 7 y Pru p 3 como modelo de estudio en regiones de alta presión
polínica por olivo.
Artículo V
I. Se ha demostrado que Ole e 7 interviene en procesos de reactividad
cruzada polen‐polen y, por primera vez, polen‐alimento, concretamente
a través de nsLTPs presentes en el melocotón (Pru p 3) y en la pera
(Pyr c 3).
II. Se ha identificado la existencia de regiones comunes de reconocimiento
IgG e IgE entre Ole e 7 y Pru p 3 mediante ELISA e inmunodetección en
membrana, que podrían explicar ciertos casos de co‐sensibilización
observados en la clínica entre estas nsLTPs.
III. Se ha detectado la desgranulación de basófilos de pacientes procedentes
de regiones con una elevada presencia de polen de olivo y sensibilizados
únicamente a Ole e 7, frente al alérgeno Pru p 3. Estos resultados plantean
una nueva hipótesis respecto al papel que jugaría Ole e 7 en procesos de
sensibilización a nsLTPs de alimentos, actuando Ole e 7 como





























                       
                       
                         
         
 
                        
                     
                      
 
                          
                     
                       
                   
        
 
                
                     
                     
                 
           
 
                  
                   
                 
                 






            
            
             
     
            
           
           
             
           
            
          
    
        
           
           
         
      
         
          
         
         





Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, además de participar en las
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referencias se detallan a continuación:
 San Segundo‐Acosta, P., Oeo‐Santos, C., Navas, A., Jurado, A., Villalba, M. and
Barderas, R. (2019) Ole e 15 and its human counterpart ‐PPIA‐ chimeras reveal
an heterogeneous IgE response in olive pollen allergic patients. Scientific Reports.
 San Segundo‐Acosta, P*.,Oeo‐Santos, C*., Benede, S., de Los Rios, V., Navas, A.,
Ruiz‐Leon, B., Moreno, C., Pastor‐Vargas, C., Jurado, A., Villalba, M., and
Barderas, R. (2019) Delineation of the Olive Pollen Proteome and Its Allergenome
Unmasks Cyclophilin as a Relevant Cross‐Reactive Allergen, J Proteome Res.
*Equal contribution. DOI: 10.1021/acs.jproteome.9b00167.
 San Segundo‐Acosta, P., Garranzo‐Asensio, M., Oeo‐Santos, C., Montero‐Calle,
A., Quiralte, J., Cuesta‐Herranz, J., Villalba, M., and Barderas, R. (2018) High‐
throughput screening of T7 phage display and protein microarrays as a
methodological approach for the identification of IgE‐reactive components, J
Immunol Methods 456, 44‐53. DOI: 10.1016/j.jim.2018.02.011.
 San Segundo‐Acosta P., Garranzo‐Asensio M., Montero‐Calle A.,Oeo‐Santos C.,
Villalba M., Guzmán‐Aranguez A., and Barderas R. (2017) Protein Microarrays
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